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Le virus de l’hépatite E (HEV) a longtemps été considéré comme un virus nu à 
transmission fécale-orale, sévissant sous forme d’épidémies dans les pays à faible 
niveau d’hygiène, avec une mortalité importante rapportée chez la femme enceinte 
(Khuroo et al., 1995). En 2008 ont été décrites, dans plusieurs régions de l’hémisphère 
Nord, les premières hépatites E chroniques chez des patients immunodéprimés 
transplantés d’organe solide (Kamar et al., 2008). Il a également été montré que le 
HEV peut aggraver des hépatopathies sous-jacentes (Frias et al., 2018) et causer des 
manifestations extrahépatiques (Kamar et al., 2016). Le HEV est ainsi devenu un 
problème de santé à la fois dans les pays du Sud et les pays du Nord. Mais bien que 
le HEV ait été découvert depuis plus de 30 ans (Balayan et al., 1983), la 
physiopathologie de l’infection est encore incomplètement connue. Initialement décrit 
comme un virus hépatotrope, il a en réalité un tropisme tissulaire plus varié qu’attendu 
(Drave et al., 2016; Gouilly et al., 2018). La ribavirine est le traitement de référence 
mais peut conduire à des échecs qui nécessitent de trouver de nouvelles cibles 
thérapeutiques (Kamar et al., 2019). 
 
Le HEV a été décrit comme un virus nu mais il n’est pas lytique et les particules virales 
quittent la cellule infectée sous une forme associée aux lipides (Takahashi et al., 2010). 
Ces particules associées aux lipides ne possèdent pas de glycoprotéines virales à leur 
surface et sont infectieuses (Takahashi et al., 2010; Shukla et al., 2011; Yin et al., 
2016; Chapuy-Regaud et al., 2017), ce qui a conduit à qualifier le HEV de virus « quasi-
enveloppé » (Yin et al., 2016). Ces observations posent la question des mécanismes 
intracellulaires par lesquels le HEV détourne les membranes cellulaires pour son 
bourgeonnement. Les études d’interactions entre les protéines virales et cellulaires, 
réalisées dans des cellules transfectées exprimant les protéines virales ou dans des 
lignées cellulaires d’hépatocarcinomes infectées (Lhomme et al., 2016), montrent le 
rôle central de la voie d’endocytose-exocytose dans ce processus. Toutefois, le 
caractère indifférencié des cellules utilisées dans la plupart des systèmes limite la 
compréhension du cycle viral (Fu et al., 2019). 
 
En effet, l’hépatocyte, qui est la cible majeure du HEV, est une cellule épithéliale 
polarisée avec un pôle sanguin et un pôle biliaire. Les voies de trafic intracellulaire 
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sont orientées vers l’un ou l’autre pôle (Schulze et al., 2019). Elles conditionnent la 
distribution des protéines et les fonctions de l’hépatocyte. Chez l’hôte, le HEV est 
retrouvé sous forme quasi-enveloppée dans le sérum des patients infectés et sous 
forme nue dans les selles. Mais les mécanismes de bourgeonnement au niveau de 
chaque pôle de l’hépatocyte n’ont pas été décrits. 
 
Ce travail a eu pour but de développer un système d’hépatocytes polarisés en culture 
afin de mieux comprendre sous quelle forme sont générées les particules virales à 
partir de l’hépatocyte infecté. À plus long terme, il pourra permettre de décrire les voies 
impliquées dans le bourgeonnement qui pourraient être ciblées pour limiter la 
propagation de l’infection (Article 1). Le deuxième objectif de ce travail a été 
d’améliorer les conditions de culture et la méthode de quantification de l’infectiosité 
des particules virales (Article 2), permettant ainsi de mesurer l’infectiosité d’isolats 
cliniques issus de différents compartiments biologiques (Article 3). 
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I. Le virus de l’hépatite E est un virus quasi-enveloppé 
 L’hépatite E 
 Historique de l’hépatite E et découverte du virus 
Les premières traces historiques d’hépatites infectieuses datent du IVème siècle avant 
J.C. avec la description de la fièvre dite catarrhale par Hippocrate. Au Moyen Âge, les 
catastrophes humanitaires comme les guerres, les tremblements de terre ou les 
famines sont associées à des épidémies d’hépatites infectieuses (Cockayne, 1912).  
Le virus de l’hépatite E a été caractérisé pour la première fois comme un des agents 
causals des hépatites non-A et non-B lors d’une épidémie d’hépatites aiguës en 
Afghanistan en 1983 par le Docteur Mikhail Balayan. Le Docteur Balayan a lui-même 
ingéré par voie orale un mélange de selles purifiées et concentrées de neuf patients 
et a développé une hépatite aiguë 36 jours plus tard. À partir de ses propres selles, il 
a décrit, par microscopie électronique, des particules virales sphériques ayant une 
taille de 27 à 30 nm. Ces particules ont été isolées à une densité de 1,35 dans un 
gradient de chlorure de césium (Balayan et al., 1983), ce qui correspond à la densité 
d’un virus nu. En 1990, Reyes a partiellement cloné le génome du HEV à partir de bile 
de macaque cynomolgus infecté (Macaca fascicularis). Il a déterminé que le VHE est 
un virus à ARN simple brin polyadénylé et a estimé sa taille à environ 7600 bases 
(Reyes et al., 1990). 
Des approches de datation moléculaire ont permis de déterminer que l’ancêtre 
commun des séquences HEV remonterait à environ 6800 ans, suite à la 
sédentarisation de l’homme et à la domestication du porc (Baha et al., 2019). Les 
génotypes 1 à 4 du HEV ont émergé à partir de leur ancêtre commun il y a environ 700 
ans et la population des individus infectés par le HEV a augmenté au cours du XXème 
siècle (Purdy and Khudyakov, 2010). La première épidémie d’hépatite E avérée est 
celle de New Delhi en Inde en 1955. L’agent causal a été identifié rétrospectivement, 
grâce à l’analyse des sérums des patients conservés (Arankalle et al., 1994). D’autres 
grandes épidémies ont eu lieu dans la vallée indienne du Kashmir en 1978 (Khuroo, 





 Classification phylogénétique et génotypes du HEV 
Le virus de l’hépatite E fait partie de la famille des Hepeviridae. Cette famille est divisée 
en deux genres : Orthohepevirus et Piscihepevirus (Figure 1). Le genre Piscihepevirus 
a pour représentant unique un virus infectant la truite (Batts et al., 2011). 
Le genre Orthohepevirus regroupe les virus infectant les mammifères (espèces 
Orthohepevirus A, C et D) et les oiseaux (espèce Orthohepevirus B). Les 
Orthohepevirus B infectent les poulets et les aigrettes, les Orthohepevirus C infectent 
les rats, les musaraignes, les bandicoots, les visons et les furets, les Orthohepevirus 
D infectent les chauves-souris (Reuter et al., 2016; Meng, 2016; Xie et al., 2018). 
Seules les souches appartenant aux espèces Orthohepevirus A et C ont été associées 
à des cas humains. 
L’espèce Orthohepevirus A est divisée en 8 génotypes mais un seul sérotype a été 
identifié (Meng et al., 2001; Wang et al., 2013). Les génotypes 1 et 2 ont une 
transmission strictement interhumaine, les génotypes 3 et 4 ont un réservoir 
zoonotique et peuvent infecter l’homme (Smith and Simmonds, 2018). 
Le génotype 3 peut infecter l’homme, le porc, le sanglier, le cerf et le lapin; la 
mangouste, la chèvre, le mouton, le cheval, et le dauphin pourraient aussi être des 
hôtes naturels du HEV de génotype 3 (Kenney, 2019). Le génotype 3 comporte 
plusieurs sous-génotypes appartenant à 3 clades. Le premier clade contient 2 groupes 
phylogénétiques : le premier contenant les sous-génotypes 3a, 3b, 3j et 3k, rares en 
Europe et le second contenant les sous-génotypes 3ci, 3h et 3chi-new. Le deuxième 
clade contient les sous-génotypes 3e, 3f et 3g. Enfin, le troisième clade correspond au 
sous-génotype 3ra (lapin) (Nicot et al., 2018).  
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Le génotype 4 peut infecter l’homme, le porc, le sanglier (Koizumi et al., 2004; Meng 
et al., 1997b; Sato et al., 2011). Des cas ont été récemment décrits pour le yak, la 
vache et la chèvre (Xu et al., 2014a; Huang et al., 2016a; Li et al., 2017). Les génotypes 
5 et 6 ont été détectés chez le sanglier au Japon mais pas chez l’homme (Li et al., 
2015).  
Le génotype 7 a été détecté chez le chameau et chez un patient transplanté, infecté 
chroniquement, qui a consommé du lait et de la viande de chameau. L’infection a 
évolué vers la chronicité (Lee et al., 2016). Le génotype 8 a été récemment identifié 
chez le dromadaire (Sridhar et al., 2017). 
Parmi les Orthohepevirus C, une souche pouvant infecter l’homme provenant du rat a 
été identifiée récemment à Hong-Kong chez un patient greffé d’organe solide ayant 
développé une hépatite chronique (Sridhar et al., 2018) et chez un patient 
immunocompétent au Canada, ce dernier ayant contracté la maladie soit au Gabon 
soit en République Démocratique du Congo (Andonov et al., 2019). L’HEV-C ayant été 
détecté très récemment, les méthodes diagnostiques ne sont pas encore répandues 
dans tous les laboratoires. Nous ignorons actuellement si les deux cas décrits sont 
dus à une transmission exceptionnelle et limitée, si l’HEV-C est déjà prévalent dans la 
population mais non diagnostiqué jusqu’ici, ou si une émergence de l’HEV-C est 
effective. 
Via des études de transmission de porcs infectés vers des porcs non-infectés 
enfermés dans le même enclos, nous savons que le HEV de génotype 3 est très 
infectieux d’un porc à l’autre (Bouwknegt et al., 2008). Cependant, l’infectiosité des 




Figure 1 : Classification phylogénétique du virus de l’hépatite E. 
La famille Hepeviridae comprend les deux genres Orthohepevirus et Piscihepevirus. Le genre 
Orthohepevirus comprend quatre espèces, A à D. Les souches infectant l’homme 
appartiennent majoritarement à l’espèce Orthohepevirus A pour laquelle 8 génotypes sont 
décrits à ce jour. Les génotypes 3, 4 et 7 sont zoonotiques. 
Adaptée de (Lhomme et al., 2018) 
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 Répartition mondiale du VHE 
Le virus de l’hépatite E à une répartition ubiquitaire (Figure 2). Parmi les 4 principaux 
génotypes infectant l’Homme, les génotypes 1 et 2 se répandent sous un mode 
épidémique et sont prévalents au Mexique, en Afrique et en Asie. Le génotype 3 est 
endémique sur tout le continent américain, en Europe, en Russie, en Afrique du sud 
au Japon et en Australie et le génotype 4 est endémique en Chine, au Japon, à Taïwan 
et au Vietnam (Kamar et al., 2017). Le Sud-Ouest de la France et la Corse sont deux 
régions hyperendémiques pour le HEV de génotype 3 (Mansuy et al., 2016). 
 
 
Figure 2 : Répartition géographique des génotypes 1 à 4 du virus de l’hépatite E. 




 Transmission du virus de l’hépatite E 
Le virus de l’hépatite E se transmet par voie fécale-orale mais les différents génotypes 
ont des caractéristiques épidémiologiques que l’on peut regrouper en deux 
catégories : 
Les génotypes 1 et 2 du HEV ont une transmission interhumaine stricte. La 
consommation d’eaux contaminées et d’aliments souillés par les selles infectées sont 
les principales voies de transmission pour ces deux génotypes (Khuroo, 1980, 2011). 
Des épidémies de HEV de génotype 1 ou 2 se sont produites dans des camps de 
réfugiés à cause de l’accès limité aux infrastructures d’hygiène et à de l’eau potable 
(Testa et al., 2018; Akanbi et al., 2019).   
Les génotypes 3 et 4 sont anthropozoonotiques. L’infection se transmet principalement 
par la consommation de foie de porc contaminé cru ou mal cuit (Colson et al., 2010; 
Renou et al., 2014; Riveiro-Barciela et al., 2015). Des études chez le porc d’élevage 
ont montré qu’il y a une grande dissémination du virus à travers le monde. La 
séroprévalence du HEV dans les élevages de porc avoisine les 100 % dans certaines 
aires géographiques européennes et chinoises (Meng et al., 1997b; Salines et al., 
2017). Le contact direct ou indirect avec les animaux infectés peut aussi transmettre 
l’infection (Colson et al., 2007). Des transmissions zoonotiques sont avérées avec le 
sanglier, le cerf ou le lapin ou suspectées comme avec le mouton, la chèvre et la vache 
ainsi que le chat et le chien domestiques (Doceul et al., 2016). Les fruits de mer 
peuvent aussi transmettre l’infection. Cette contamination est certainement due à la 
propriété des fruits de mer de filtrer et concentrer les particules virales (Koizumi et al., 
2004; Said et al., 2009).  
Pour le HEV de génotype 3 et 4, l’infection peut aussi se transmettre par la transfusion 
de produits sanguins labiles infectés posant ainsi des problèmes de sécurité 
transfusionnelle (Matsubayashi et al., 2004; Belliere et al., 2017; Lhomme et al., 2019; 
Izopet et al., 2017; Gallian et al., 2019). L’ARN du HEV de génotype 1 a aussi été 
retrouvé dans des produits sanguins labiles et suggère une transmission possible par 





 Manifestations cliniques 
a. Symptomatologie commune 
Pour la plupart des patients, l’infection par le HEV se manifeste par une infection 
asymptomatique ou une hépatite aiguë spontanément résolutive chez les patients 
immunocompétents. Néanmoins, elle peut évoluer vers une hépatite fulminante 
rapidement fatale en cas d’hépatopathie sous-jacente. Des études d’administration de 
selles infectées ont montré que la phase d’incubation varie de 30 à 36 jours, la phase 
ictérique dure environ 90 jours et se termine par une phase de convalescence 
progressive allant jusqu’à 20 semaines (Balayan et al., 1983; Chauhan et al., 1993; 
Kamar et al., 2017). 
La symptomatologie de l’hépatite E est très similaire aux autres formes d’hépatites 
virales. Sur le plan clinique, la phase symptomatique associe asthénie, douleurs 
abdominales, nausées, vomissements, anorexie suivie par de la fièvre, des urines 
foncées, des selles décolorées, une hépatomégalie, un ictère et un prurit (Kamar et 
al., 2017).  
Sur le plan biologique l’infection sera associée à une augmentation des transaminases 
et à une hyperbilirubinémie. L’ARN viral est détectable dans le sang et dans les selles 
dès la 2ème semaine post-infection et persiste 4 semaines dans le sang et 5 semaines 
dans les selles en moyenne. Les IgM et les IgG apparaissent respectivement dès la 




Figure 3 : Cinétique de l’infection par le virus de l’hépatite E. 
La figure représente la survenue de l’ictère et l’évolution des marqueurs biologiques en 
fonction du temps après contamination par le virus de l’hépatite E   
Adaptée de (Dalton et al., 2008) 







ARN HEV dans les selles 
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L’infection par le HEV peut aussi provoquer un large éventail de manifestations extra-
hépatiques (Bazerbachi et al., 2016). Les manifestations les plus fréquemment 
observées sont : 
- Les atteintes neurologiques : syndromes de Guillain-Barré, encéphalite et 
méningite pour les génotypes 1 et 3 et uniquement pour le génotype 3 des 
douleur neuropathique, trouble sensoriel indolore, syndrome de Parsonage-
Turner (Dalton et al., 2016, 2017; Abravanel et al., 2018).  
Ces manifestations sont plus fréquentes chez les patients immunocompétents, 
suggérant une physiopathologie auto-immune (Abravanel et al., 2018). Des études 
portant sur les quasi-espèces de l’hépatite E chez des patients ont montré une grande 
variabilité génétique des variants du virus (Lhomme et al., 2012). Une 
compartimentation des variants du HEV entre le sang et le liquide céphalo-rachidien a 
été découverte chez un patient chroniquement infecté et développant des 
manifestations neurologiques. Cette étude suggère que les symptômes neurologiques 
pourraient être liés à l’émergence d’un variant neurotropique (Kamar et al., 2010). 
- Les atteintes rénales : glomérulonéphrite membranoproliferative (génotype 1 et 
3), néphropathie à IgA (génotype 3) et cryogloglobulinémie (génotype 3) (Kamar 
et al., 2012; Marion et al., 2018). 
- Les manifestations hématologiques : anémie hémolytique liée à un déficit en 
G6PD (génotype 1), thrombocytopénie (génotype 1 et 3), anémie hémolytique 
auto-immune, et gammapathie monoclonale de signification indéterminée 
(génotype 3) (Abid and Khan, 2002; Fourquet et al., 2010; Jain et al., 2013; 




b. Pouvoir pathogène des génotypes 1 et 2 du HEV 
Les infections par le génotype 1 et 2 du HEV touchent surtout les enfants jusqu’à deux 
ans et les adultes jeunes entre 15 et 30 ans. 
L’infection chez la femme enceinte peut entrainer une hépatite aiguë fulminante fatale 
ainsi qu’une coagulation intravasculaire disséminée, une éclampsie, une rupture des 
membranes, un avortement spontané et une mort fœtale in utero (Changede et al., 
2019). Les complications obstétricales sont plus fréquentes lorsque l’infection survient 
pendant le 3ème trimestre de grossesse. Des études ont montré qu’environ 60 % des 
femmes infectées par le génotype 1 du HEV développeront une hépatite aiguë pouvant 
évoluer vers une hépatite fulminante avec une létalité variant de 15 à 25% (Khuroo, 
1980; Patra et al., 2007; Javed et al., 2017). Enfin, des transmissions verticales de 
l’hépatite E ont été décrites (2). 
L’infection et la réplication du HEV de génotypes 1 et 3 ont été avérées sur un modèle 
d’explants de placenta et de décidua humains. Ces travaux suggèrent d’une part que 
la réplication du génotype 1 du HEV est plus efficace dans ces tissus que celle du 
génotype 3 et d’autre part que l’infection par le génotype 1 induit un environnement 
pro-inflammatoire. Les différences observées entre les génotype 1 et 3 du HEV 
pourraient expliquer les formes sévères observées avec le génotype 1 du HEV chez 
la femme enceinte (Gouilly et al., 2018). 
 
c. Pouvoir pathogène des génotypes 3 et 4 du HEV 
Contrairement aux infections par les génotypes 1 et 2, les hépatites E symptomatiques 
sont plutôt observées chez les personnes de plus de 55 ans pour les génotypes 3 et 4 
(Kamar et al., 2017). La séroprévalence des IgG anti-HEV augmente avec l’âge 
(Mansuy et al., 2016). La plupart des infections par le HEV de génotype 3 ou 4 sont 
asymptomatiques. Cependant, chez les patients immunodéprimés, la primo-infection 
peut évoluer vers une infection chronique. Les populations concernées sont les 
patients transplantés d’organes solides, les patients infectés par le VIH avec un faible 
taux de lymphocyte T CD4+ et les patients atteints d’affections hématologiques. En 
l’absence de traitement, l’infection chronique peut évoluer vers une fibrose hépatique 




 Traitement de l’infection par le HEV 
Les hépatites E aiguës chez l’adulte immunocompétent sont spontanément résolutives 
et ne nécessitent pas de traitement particulier. Chez les patients sous traitement 
immunosuppresseur atteints d’hépatite E chronique, la stratégie thérapeutique 
consiste à diminuer la posologie des immunosuppresseurs pendant 3 mois. Si l’ARN 
du HEV est encore retrouvé dans les selles ou le sang du patient, il est alors 
recommandé de poursuivre le traitement par la ribavirine en monothérapie à la 
posologie de 600 à 800 mg par jour per os en deux prises quotidiennes pendant 3 
mois (European Association for the Study of the Liver, 2018; Péron et al., 2016). 
En cas de rechute, avérée par la réapparition de la virémie dans les 12 semaines, le 
patient est retraité par la ribavirine en monothérapie pendant encore 6 mois (Marion et 
al., 2019a). Le PEG-interféron-ɑ pendant 3 mois constitue une alternative en cas 
d’échec du traitement par ribavirine pour les patients transplantés de foie. Les patients 
sont dans une impasse thérapeutique en cas d’échec de ces deux thérapies 
(European Association for the Study of the Liver, 2018).  
La ribavirine est fréquemment associée à des effets indésirables parmi lesquelles une 
anémie hémolytique dose-dépendante, une dyspnée, de la toux et des réactions 
cutanées (European Association for the Study of the Liver, 2018; Kamar et al., 2014). 
L’intolérance au traitement par la ribavirine est une cause d’échec thérapeutique 
fréquente. 
La ribavirine est tératogène et le Peg-Interféron-ɑ présente un risque abortif. Ces deux 
molécules ne peuvent pas être utilisées en cas d’infection par le HEV chez la femme 
enceinte au 3ème trimestre de grossesse. Ces patientes sont d’emblée dans une 
impasse thérapeutique (Kar and Sengupta, 2019). 
Un vaccin (Hecolin®) est disponible en Chine. Il est efficace chez le jeune adulte, 
cependant la durée d’efficacité du vaccin et la concentration protectrice en anticorps 
sont inconnues. De plus, l’efficacité et l’innocuité du vaccin vis-à-vis des femmes 
enceintes, des personnes âgées, des patients immunodéprimés n’ont pas été 





 Culture du VHE et mesure de l’infectiosité des particules virales 
 
Les connaissances sur la physiopathologie de l’infection par le HEV présentées ci-
dessus sont principalement issues d’observations cliniques et d’études 
épidémiologiques. L’étude approfondie de la physiopathologie du HEV nécessite de 
disposer de modèles animaux et de systèmes de culture performants. Les modèles 
animaux ou in vitro rendent possible la mesure de son infectiosité et ont permis des 
avancées dans la compréhension de la physiopathologie de l’infection. 
 Modèles animaux 
L’avantage d’utiliser un modèle animal est que l’infection peut être vérifiée sans 
équivoque en surveillant l’apparition des signes de l’infection comme les signes 
cliniques, l’excrétion fécale du virus, la virémie ou la séroconversion des animaux. 
Plusieurs espèces animales sont sensibles à l’infection avec une ou plusieurs souches 
humaines de HEV de génotype 1 à 4 ou avec des souches circulant chez l’animal. 
L’infection des primates non-humains, des porcs, des rongeurs et des lapins permet 
d’obtenir une excrétion fécale et/ou une virémie (Figure 4) (Kenney, 2019). 
Il y a une variabilité interindividuelle de la symptomatologie entre les animaux même 
au sein d’un même lot. L’éventail des manifestations est variable, les signes de 
l’infection peuvent être transitoires, subcliniques ou infracliniques (Dähnert et al., 
2018). Dans ce cas, la RT-qPCR ou des tests ELISA doivent être mis en œuvre pour 
détecter la présence de l’ARN viral, des antigènes viraux ou la séroconversion des 
animaux. 
Les rats et les souris ne semblent pas être sensibles à l’infection par les génotypes 1 
à 4 mais le sont aux souches du HEV circulant chez le rat (Debing et al., 2016). Les 
gerbilles de Mongolie et les lapins sont de petits animaux qui semblent adaptés à 
l’évaluation de l’infectiosité du HEV mais le nombre d’études réalisées est encore trop 
faible (Li et al., 2009). La concentration virale nécessaire pour infecter un modèle n’est 
pas toujours clairement indiquée. Dans la plupart des études, seule la quantité d’ARN 
du HEV dans l’inoculum est déterminée ce qui ne correspond pas à la quantité de 
particules infectieuses présentes.  
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L’utilisation de modèles animaux présente d’autres inconvénients pour évaluer 
l’infectiosité des inocula du HEV. Le délai nécessaire à la survenue des symptômes 
peut être long, de l’ordre de plusieurs jours à plusieurs semaines et peut ne pas être 
identique pour tous les animaux infectés. À cause des besoins en infrastructure, en 
personnel et en matériel, la reproduction des expérimentations est rare et limite la 
significativité statistique des résultats. La main-d'œuvre nécessaire à l'entretien des 
animaux de laboratoire, en particulier les gros animaux tels que les porcs ou les 
primates non-humains, peut être considérable. En outre, si les animaux sont logés 
ensemble, le risque d’infection croisée est important, notamment pour le porc 
(Bouwknegt et al., 2008), rendant ainsi l’interprétation des résultats difficile.  
Enfin, l’utilisation expérimentale d’animaux de laboratoire est sous-tendue par la prise 
en compte de considérations éthiques (Russell and Burch, 1959; Prescott, 2010; 





Figure 4 : Principaux modèles mammifères pour l’étude du HEV. 
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 Systèmes cellulaires 
a. Lignées cellulaires et cellules utilisées pour la culture du HEV 
Le HEV a d’abord été cultivé sur des lignées d’hépatocarcinomes humains. Bien que 
la culture d’isolats cliniques soit possible à partir des selles des patients, elle est longue 
et difficile (Meister et al., 2019). 
La première propagation réussie du HEV a eu lieu en 1987 sur la lignée PLC/PRF/5. 
Cette lignée a été infectée avec des extraits fécaux de patients ayant une hépatite non-
A et non-B (Pillot et al., 1987). Dans des travaux ultérieurs, les PLC/PRF/5 ont été 
infectées avec des souches cliniques du HEV de génotype 1, 3 et 4 (Meng et al., 
1997a; Tanaka et al., 2007, 2009). Par la suite, la propagation des souches cliniques 
du HEV a été mise au point sur les lignées HepG2/C3A et Huh.7 pour les génotypes 
1 à 3 du HEV (Emerson et al., 2005; Shukla et al., 2011). Les lignées PLC/PRF/5 et 
HepG2/C3A ont permis la propagation des souches de HEV provenant du porc, du 
lapin et du rat et ont contribué à prouver le caractère anthropozoonotique du HEV 
(Takahashi et al., 2012; Jirintai et al., 2012, 2014). 
La culture des isolats cliniques du HEV de génotype 1 à 4 est possible grâce à 
l’utilisation d’hépatocytes dérivés de cellules souches humaines (Wu et al., 2018). Bien 
que ce modèle se rapproche de la physiopathologie humaine, il est difficile à mettre 
en œuvre.  
Le tropisme tissulaire du HEV ne se limite pas au foie (Lhomme et al., 2012; Shi et al., 
2016; Gouilly et al., 2018; Marion et al., 2019b). Cette propriété a été mise à profit pour 
cultiver le HEV sur différentes lignées dérivées de carcinome humain. Par exemple, 
les lignées Caco-2 (colon) et A549 (poumon) ont permis la propagation du HEV (Huang 
et al., 1995; Shukla et al., 2011; Tanaka et al., 2007). Des explants de cellules 
intestinales, de placenta et de décidua humains ont aussi permis la culture du HEV de 
génotype 1 et 3 (Gouilly et al., 2018; Marion et al., 2019b). 
Enfin, le HEV étant zoonotique, des lignées cellulaires d’origine animale ont été 
utilisées pour la propagation du HEV. Parmi elles, les cellules primaires dérivées de 
rein ou d’hépatocytes de macaque cynomolgus permettent la propagation du HEV 




b. Milieux de culture pour la propagation du HEV 
Le développement de la culture du HEV s’est aussi faite grâce à l’amélioration des 
conditions de culture. En 2007, l’équipe d’Okamoto s’est servie d’un milieu appauvri 
en sérum contenant du M199, du DMEM et du MgCl2 pour propager l’infection. Il y a 
stimulation de la production d’ARN viral en culture lorsque les cellules infectées sont 
maintenues à 35,5 °C (Tanaka et al., 2007). Les travaux de Yin et al. ont montré que 
l’entrée des particules virales quasi-enveloppées est plus longue que celle des 
particules nues et nécessite 6 H d’incubation à 34,5°C. Dans leurs travaux, Yin et al. 
ont utilisé un milieu d’entretien des cellules composé de DMEM avec 10% de SVF et 
2 % de DMSO pour propager la souche Kernow-C1/p6, l’effet du DMSO sur la 
propagation de l’infection n’a pas été étudié dans ces travaux (Yin et al., 2016). 
c. Transfection et infection à partir de souches adaptées en culture 
Un des variants de la quasi-espèce de l’isolat clinique de la souche de génotype 3 
Kernow possède une insertion de 171 nucléotides de génome humain dans la région 
hypervariable d’orf1. Ce variant est devenu majoritaire après 6 passages en culture 
(Shukla et al., 2011, 2012). Cette insertion provient du gène codant la protéine S17 de 
la sous-unité 40S des ribosomes et permet d’améliorer la propagation en culture de la 
souche Kernow (Shukla et al., 2011, 2012). 
Pour surmonter les difficultés liées à la culture du HEV, l’insertion S17 a été introduite 
dans la région hypervariable de la souche de génotype 1 Sar55 et les ADNc des 
souches Kernow-C1/p6 et Sar55/S17 ont été clonés dans un vecteur d’expression. 
Ces deux ADNc permettent la transfection du HEV dans des lignées cellulaires 
cancéreuses immortalisées (Meister et al., 2019; Shukla et al., 2012).  
Les ADNc des souches Sar55/S17 et Kernow-C1/p6 sont régulièrement utilisés parmi 
la communauté scientifique (Meister et al., 2019). La transfection de ces souches 




 Quantification de l’infectiosité du HEV 
Le virus de l’hépatite E peut se transmettre d’un hôte à l’autre par voie fécale-orale ou 
par les produits sanguins labiles (Gallian et al., 2019). De plus, l’éventail des 
manifestations cliniques dépend du génotype et pose la question de l’infectiosité 
relative des particules virales issues des selles et du sérum des patients infectés. La 
mise au point de la culture virale a permis de développer des méthodes pour la 
quantification de l’infectiosité des particules HEV. Ces méthodes sont utilisées, d’une 
part, pour améliorer la sécurité sanitaire et, d’autre part, en virologie fondamentale 
pour comprendre les propriétés des particules virales responsables de leur infectiosité. 
Le point commun entre toutes les méthodes permettant de quantifier in vitro 
l’infectiosité des suspensions virales est la dilution en série de ces suspensions virales 
jusqu’à la dilution limite permettant de détecter ou quantifier l’infection. Seule change 
la méthode pour quantifier la quantité de particules virales infectieuses. Les trois 
méthodes les plus souvent mises en œuvre sont les unités formant plages (PFU) qui 
dénombrent les plages de lyses dues à l’infection, les unités formant foci (FFU) qui 
dénombrent les foyers d’infection en immunofluorescence et la détermination d’un 
pourcentage de puits infectés, par exemple en détectant les acides nucléiques viraux. 
Ces trois méthodes peuvent permettre de calculer la TCID50 qui correspond à l’inverse 
de la dilution d’un inoculum qui permet d’infecter 50 % des puits de culture.  
 
a. Plaques Forming Unit (PFU) 
La méthode des unités formant plages (PFU) est utilisée pour les virus ayant un effet 
cytopathogène. Des monocouches de cellules permissives sont infectées avec des 
dilutions sérielles d’un inoculum. L’infection par une particule virale infectieuse va 
provoquer la lyse cellulaire. La nappe cellulaire est recouverte d’un revêtement semi-
solide comme de l’agarose ou des polymères de cellulose pour limiter la propagation 
des particules virales à l’environnement immédiat des cellules lysées. L’infection se 
propage de proche en proche et donne un foyer infectieux, formant ainsi une plage de 
lyse. Le comptage manuel des plages de lyse cellulaire à une dilution donnée permet 
de déterminer l’infectiosité de l’inoculum en PFU/mL (Karakus et al., 2018). 
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b. Focus Forming Unit (FFU) 
La méthode des unités formant foci (FFU) est dérivée de la méthode des PFU. Les 
cellules sont fixées et marquées par immunofluorescence ou marquage 
colorimétrique. Au lieu de mesurer l’effet cytopathogène du virus, le nombre de foci 
d’infection est compté et permet de calculer un titre en FFU/mL. Cette méthode est 
rapide et simple à mettre en œuvre. Les méthodes des PFU et FFU nécessitent une 
inspection oculaire et une estimation de la positivité des cellules sur la base des plages 
de lyse ou de l’immunofluorescence (Shukla et al., 2011). 
c. Dilution limite et Tissue Culture Infectious Dose 50 (TCID50) 
La TCID50 est définie comme l’inverse de la dilution d’une suspension virale 
permettant d’infecter 50% des puits de culture. En ce qui concerne les méthodes in 
vitro, des cellules sont infectées en plusieurs réplicats avec des dilutions sérielles 
d’une suspension virale jusqu’à obtenir une dilution permettant d’infecter 50% ou 
moins des puits de culture. 
Cinq méthodes principales existent pour déterminer si un puits est infecté : 
- La détection d’un effet d’hémagglutination 
- La détection d’un effet cytopathogène 
- La détection de foci en immunofluorescence 
- La détection d’un antigène viral 
- La détection d’acides nucléiques viraux 
Pour le HEV, la détection de l’ARN viral dans les puits de culture est la méthode utilisée 
au laboratoire pour déterminer si un puits est infecté ou non (Chapuy-Regaud et al., 
2017). Nous utilisons ensuite la formule de Reed et Muench utilisée au départ pour 
quantifier le pouvoir neutralisant d’un sérum en déterminant la dilution permettant de 
protéger la moitié des animaux face à une injection létale d’une dose constante d’un 
pathogène dans une expérimentation. La formule de Reed et Muench peut aussi 




La formule simplifiée de Reed et Muench est la suivante :  




Avec :  




R = La raison, c’est-à-dire l’inverse du facteur de dilution successif appliqué dans 
l’expérience. Pour une dilution en série de chaque inoculum au 1/10ème : R= 10. 
D = Plus grande dilution d’un facteur R pour laquelle au moins 50% des puits de culture 
sont infectés 
n = Le nombre de dilution pour arriver jusqu’à D 
d = dilution directement supérieure à D pour laquelle moins de 50 % des puits de 
culture sont infectés 




Exemple : Si pour arriver jusqu’à D, il a fallu diluer l’échantillon 4 fois d’un facteur 2, 
alors D= 1/24 = 0,0625 et d=1/25 =0,03125. 
% D= Pourcentage de puits infectés à la dilution D  
% d = Pourcentage de puits infectés à la dilution d 
Le développement d’une méthode de quantification standardisée de l’infectiosité des 
particules virales du HEV est nécessaire pour étudier les conditions d’inactivation des 
particules virales dans le domaine de la sécurité transfusionnelle et sanitaire. 
La thermostabilité des particules virales est très variable selon les travaux et dépend 
du génotype, de l’origine de la souche virale et de la méthode utilisée pour mesurer 
l’infectiosité des particules virales (Huang et al., 1999; Emerson et al., 2005; Tanaka 
et al., 2007; Schielke et al., 2011; Johne et al., 2016). En présence de matières 
organiques, l’inactivation du HEV nécessite un chauffage à 71°C pendant 20 min 
(Barnaud et al., 2012).  
L’hypochlorite de sodium permet aussi d’inactiver les particules virales (Girones et al., 
2014). La filtration avec un filtre de 22 nm permet de retenir les particules virales, 
cependant la filtration retient aussi le fibrinogène et l’albumine au cours du processus 
de fabrication des produits dérivés du sang. L’efficacité de la filtration avec des pores 
plus grands et de la précipitation à l’éthanol dépend des études (Farcet et al., 2016; 
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Yunoki et al., 2016). Des travaux restent à entreprendre pour évaluer l’efficacité des 




 Le HEV : un virus quasi-enveloppé 
Les études moléculaires et fonctionnelles menées à partir d’échantillons cliniques ou 
de systèmes de culture ont permis de caractériser le génome du HEV et le rôle des 
protéines virales. Plusieurs étapes du cycle viral ont été décrites ; celui-ci aboutit à la 
biogenèse de particules virales quasi-enveloppées, ainsi appelées car l’enveloppe 
virale est constituée d’une bicouche lipidique qui ne contient pas de protéines codées 
par le génome HEV à sa surface.  
 Organisation du génome 
Le virus de l’hépatite E est un virus à ARN simple brin de polarité positive de 7200 
paires de bases. Son génome est coiffé à l’extrémité 5’ par une 7-méthyl guanosine 
(Zhang et al., 2001) et polyadénylé à l’extrémité 3’ et il est organisé en trois cadres 
ouverts de lecture (orf1 à 3). Un quatrième cadre de lecture a été décrit pour le HEV 
de génotype 1 (orf4) (Open Reading Frame : orf) (Tam et al., 1991; Nair et al., 2016). 
Alors que la protéine ORF1 est traduite à partir de l’ARN génomique, les protéines 
ORF2 et ORF3 le sont à partir d’un ARN subgénomique (Graff et al., 2006) (Figure 5). 
Figure 5 : Organisation du génome du virus de l’hépatite E. 
MT : Méthyl transférase, Pro : papain-like cystéine protéase, aussi applée PCP, PPR : région 
riche en proline aussi appelée HVR (hypervariable region), Hel : Hélicase, Pol : ARN 
polymérase ARN dépendante, aussi appelée RdRp et Y et X : deux régions dont la fonction 
est inconnue.  
D’après (Lhomme et al., 2018) 
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a. orf1 code une protéine non-structurale 
La séquence d’orf1 code une protéine non-structurale de 1693 acides aminés. Cette 
protéine possède plusieurs domaines fonctionnels avec des activités méthyl 
transférase, cysteine protéase, ARN hélicase avec une activité 5’ nucléoside 
triphosphatase, ARN polymérase dépendante de l’ARN (RdRp) (Figure 5). 
La séquence N-terminale d’orf1 code un domaine possédant une activité guanine-7-
methyltransferase et guanylyl transferase in vitro (Magden et al., 2001). Ce domaine 
est très probablement responsable de l’addition de la coiffe à l’extrémité 5’ de l’ARN 
génomique et de l’ARN subgénomique (Zhang et al., 2001). 
Le domaine Y possède des sites potentiels de palmitoylation et pourrait permettre 
l’enchassement de la protéine ORF1 dans les membranes (Parvez, 2017) 
Le domaine Pro/PCP (Papain-Like Cysteine Protease) exprimé in vitro peut cliver 
ORF1 (Paliwal et al., 2014) et la mutation d’acides animés situés au niveau du site 
catalytique potentiel bloque la réplication du HEV (Parvez, 2013). Cependant, des 
protéases cellulaires pourraient intervenir dans le clivage d’ORF1 (Ropp et al., 2000) 
(Ropp, 2000). La thrombine et le facteur Xa pourraient aussi être impliqués dans ce 
clivage (Kanade et al., 2018). Toutefois, le clivage d’ORF1 n’a pas été mis en évidence 
lors de la surexpression d’ORF1 dans des cellules HepG2 ou Huh-7 transfectées avec 
un plasmide d’expression (Ansari et al., 2000; Perttila et al., 2013) et les données 
obtenues après électroporation de cellules Hep293TT avec un réplicon exprimant la 
protéine ORF1 marquée avec l’épitope de l’hémagglutinine suggèrent que la protéine 
ORF1 n’est pas clivée (Szkolnicka et al., 2019). Ainsi, la question de savoir si la 
protéine ORF1 doit être clivée pour que ses différents domaines soient fonctionnels, 
et l’implication du domaine PCP dans ce clivage, est encore controversée. 
ORF1 possède aussi une région hypervariable riche en proline (HVR ou PPR) qui 
correspond à une protéine intrinsèquement désordonnée ayant une grande plasticité 
fonctionnelle. Cette région est impliquée dans l’adaptation des souches cliniques en 
culture et dans la persistance du HEV dans son hôte, elle constitue un site d’insertion 
d’ARNm de l’hôte qui pourrait contribuer à cette adaptation (Lhomme et al., 2014a, 
2014b; Purdy, 2012; Shukla et al., 2011).  
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Le domaine X est homologue à l’ADP-ribose-1’-monophosphatase cellulaire mais sa 
fonction précise n’est pas caractérisée. Les domaines X et Y possèdent aussi des 
domaines de liaison au zinc ou au magnésium ((Kenney and Meng, 2019b; Koonin et 
al., 1992; Proudfoot et al., 2019; Vikram and Kumar, 2018).  
Enfin, les domaines Hélicase et RdRp assurent la réplication de l’ARN viral. Ceci 
implique une activité ARN polymérase dépendante de l’ARN (Mahilkar et al., 2016) 
La région RdRp du génotype 1 ou 3 du HEV contient un site très conservé pour le miR-
122, des études in vitro montrent que les souches du HEV de génotypes 1 et 3 
présentent des taux de réplication accrus en présence d'une surexpression du miR-
122, ainsi qu'une réplication réduite lorsque l’expression du miR-122 est inhibée 
(Haldipur et al., 2018). 
 
A côté de son rôle majeur dans le cycle réplicatif, la protéine ORF1 interagit à plusieurs 
niveaux avec le système immunitaire. En se liant à la protéine IFIT1, qui est induite 
par les interférons, la région RdRp la séquestrerait et inhiberait son activité anti-
traductionnelle en empêchant sa fixation au niveau de l’ARN génomique viral (Pingale 
et al., 2019). 
Dans des cellules HEK 293 T transfectées par ORF1, la région comprenant la méthyl 
transférase, le domaine Y et la cystéine protéase antagonise la réponse interféron de 
type 1 en inhibant la translocation nucléaire de STAT1 et son activation par 
phosphorylation (Bagdassarian et al., 2018). 
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b. orf2 code la protéine de capside virale et une protéine soluble glycosylée 
La séquence d’orf2 code la protéine de capside virale. Cette dernière est constituée 
de 660 acides aminés. Les études structurales ont montré que l’ARN génomique viral 
est encapsidé dans une capside icosahédrique formée de 180 protéines ORF2 
assemblées en décamères (pentamères de dimères) avec un nombre de triangulation 
T=3. La structure de la protéine de capside ORF2 est divisée en trois parties, le 
domaine S (shell), le domaine M (middle) et le domaine P (protrudding) (Guu et al., 
2009; Xing et al., 2010; Yamashita et al., 2009). Le domaine S forme la structure 
interne de la particule virale directement en contact avec l’ARN viral alors que les 
domaines M et P sont en contact avec le milieu extérieur. C’est dans le domaine P que 
sont situés les épitopes immunodominants d’ORF2 (Yamashita et al., 2009). 
Plusieurs travaux récents ont décrit une forme glycosylée de la protéine de capside 
ORF2. Cette forme possède un peptide signal qui lui permet d’être sécrétée via la voie 
de sécrétion classique et d’être N-glycosylée puis O-glycosylée dans l’appareil de 
Golgi. Cette forme glycosylée se retrouve dans le sérum des patients infectés et 
pourrait servir de leurre immunitaire afin de diriger la réponse immunitaire humorale 
envers la protéine ORF2 (Montpellier et al., 2018; Yin et al., 2018). D’autre part, cette 
forme soluble d’ORF2 et les particules virales infectieuses ne rentrent pas en 
compétition sur leurs récepteurs lors de l’étape d’attachement du virus (Yin et al., 
2018).  
Des travaux portant sur la souche de laboratoire Kernow-C1/p6 sur des modèles 
d’hépatocarcinomes ont montré qu’une partie d’ORF2 est transloquée dans le noyau. 




c. orf3 code une protéine impliquée dans la sortie des particules virales  
La séquence d’orf3 chevauche partiellement celle d’orf2 et code une phosphoprotéine 
de 113 acides aminés pour le génotype 3 et de 114 acides aminées pour les génotypes 
1, 2 et 4 (Kamar et al., 2017). 
La protéine ORF3 est capable d’interagir avec les microtubules (Kannan et al., 2009; 
Zafrullah et al., 1997). Elle est impliquée dans la morphogénèse des particules virales 
et leur bourgeonnement sous une forme quasi-enveloppée (Yamada et al., 2009). En 
effet, ORF3 possède un motif PSAP qui lui permet d’interagir avec la protéine TSG101 
du complexe ESCRT-I. Cela permet aux particules virales de s’enchâsser dans les 
vésicules intraluminales des ensosomes tardifs (Emerson et al., 2010; Yamada et al., 
2009). Les propriétés des particules virales qui résultent de l’interaction d’ORF3 et du 
système ESCRT sont exposées dans le chapitre II.C.3. 
Des travaux effectués à partir de la transfection du clone infectieux Kernow-C1/p6 et 
d’expériences de mutagénèse dirigée dans des cellules d’hépatocarcinomes humains 
ont montré que la protéine ORF3 est capable de s’oligomériser et d’être palmitoylée 
sur sa partie N-terminale riche en cystéine (Gouttenoire et al., 2018). La palmitoylation 
de ORF3 va lui permettre de s’enchâsser dans la membrane plasmique des MVB 
(Gouttenoire et al., 2018). Il a été mis en évidence qu’ORF3 forme des complexes 
multimériques ayant une activité de canal ionique (Ding et al., 2017). 
De plus, ORF3 possède des effets immunomodulateurs, ORF3 inhibe la phagocytose 
des macrophages en inhibant la voie de signalisation JAK1/STAT1 (Lei et al., 2019). 
Des travaux portant sur la surexpression d’ORF3 ont montré qu’elle inhibe l’expression 
du TLR3 et du TLR7 provoquant ainsi une diminution de la production des interférons 
de type I (Lei et al., 2018).  
Il a aussi été montré qu’ORF3 inhibe la signalisation de la voie TLR3 en inhibant 
l’activité de la protéine TRADD et en inhibant l’ubiquitination de la protéine RIP1. Cela 
provoque une interruption de l’activité transcriptionnelle de NF-κB et inhibe la 
production des cytokines pro-inflammatoire IL-8, TNF-α et IL-1β (Xu et al., 2014b; He 
et al., 2016). 
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L’infection par le génotype 3 du HEV ainsi que l’expression d’ORF3 par transfection 
de cellules HepG2/C3A provoque la sécrétion d’interféron α et β puis une 
augmentation de l’expression de la protéine ISG15. La protéine ISG15 va exercer un 
rétrocontrôle négatif sur la production d’interféron α et β ce qui pourrait stimuler la 
persistance du virus (Wang et al., 2018). 
d. Le HEV de génotype 1 possède un quatrième cadre de lecture : orf4   
Une étude a aussi décrit un quatrième cadre de lecture, orf4, qui chevauche orf1 et qui 
est activée dans des conditions de stress du réticulum endoplasmique. La protéine 
ORF4 est exprimée à partir d’un site interne de présent uniquement pour le HEV de 
génotype 1. La transcription d’orf4 est liaison aux ribosomes (Internal Ribosomal Entry 
Site, IRES). Elle forme un complexe protéique avec ORF1 et stimule l’activité réplicase 
virale dépendante de l’ARN d’ORF1 (Nair et al., 2016). 
Les étapes du cycle cellulaire connues à ce jour (et que nous détaillerons dans le 
chapitre 2) ont permis de mettre en évidence que le HEV bourgeonne de la cellule 
infectée sous une forme associée aux lipides, quasi-enveloppée, alors qu’il est 





 Propriétés de la quasi-enveloppe du HEV. 
Le virus de l’hépatite E est retrouvé sous une forme nue dans les selles des patients. 
Cette forme migre dans une fraction de densité élevée (1,22) dans un gradient de 
densité soumis à une ultracentrifugation (Tableau 1) (Takahashi et al., 2010). Les 
particules virales obtenues à partir du sérum des patients sont isolées par 
ultracentrifugation dans une fraction ayant une densité plus faible (1,08) que celle des 
particules issues des selles. Lorsque ces particules virales sont traitées par un 
détergent, l’ARN HEV est retrouvé associé à des particules ayant une densité proche 
de celle des selles. Cela montre que le HEV est sous une forme associée aux lipides 
dans le sérum. La forme associée aux lipides est aussi celle retrouvée dans le 
surnageant de cellules d’hépatocarcinome infectées (Chapuy-Regaud et al., 2017; 
Takahashi et al., 2010). 
Les particules virales associées aux lipides ne peuvent être neutralisées ni par des 
anticorps dirigés contre ORF2 ni contre ORF3 ni par des anticorps anti-HEV provenant 
du sérum de patients infectées par le HEV (Chapuy-Regaud et al., 2017; Takahashi et 
al., 2010) mais elles peuvent être partiellement capturées par des anticorps anti-ORF2 
et ORF3 après traitement par un détergent (Takahashi et al., 2016). 
L’ajout d’une protéase au traitement par détergent augmente le rendement de capture 
d’ORF2 à plus de 98% ; néanmoins les anticorps anti-ORF3 sont alors incapables de 
capturer ces particules virales (Takahashi et al., 2010). Les protéines virales ORF2 et 
ORF3 n’étant pas présentes à la surface des particules virales associés aux lipides, le 





Tableau 1 : Représentation schématique de la densité des particules virales du HEV 
et sensibilité à l’immunocapture après un détergent et une protéase. 
Adapté de (Takahashi et al., 2010) 
 
La quasi-enveloppe du virus n’est pas nécessaire à son infectiosité mais permet de 
protéger les particules virales de l’action neutralisante des anticorps anti-HEV de l’hôte 
(Chapuy-Regaud et al., 2017; Takahashi et al., 2010).  
La présence d’une quasi-enveloppe pose la question de l’origine des lipides qui la 
composent. La voie d’endocytose-exocytose, qui aboutit à la sécrétion de vésicules 
appelées exosomes, joue un rôle majeur dans le cycle viral et la biogenèse des virions. 
Le chapitre suivant décrit les mécanismes physiologiques impliqués dans cette voie et 
notamment dans l’exocytose, ainsi que les travaux montrant comment le HEV l’utilise 
à son profit. 
Origines des 
Particules virales 












    
Pic de densité sur 
gradient de sucrose 
1.16 1.23 1.27 1.27 
Immunocapture 
avec un anticorps 
anti ORF2 
Non Partiellement Oui Oui 
Immunocapture 
avec un anticorps 
anti ORF3 
Non Partiellement Non Non 
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II. La voie d’endocytose-exocytose joue un rôle majeur dans 
la biogénèse des particules HEV quasi-enveloppées   
 La voie d’endocytose-exocytose 
L’endocytose est le terme générique pour désigner l’internalisation de fluides, de 
solutés, de macromolécules, de composés de la membrane plasmique et de particules 
par invagination de la membrane plasmique. La voie d’endocytose est un processus 
très dynamique qui débute par l’invagination de la membrane plasmique pour former 
les endosomes précoces (Figure 6) (Huotari and Helenius, 2011). 
Les endosomes précoces ont une structure complexe avec des domaines ayant une 
architecture tubulaire et vacuolaire (Wilson et al., 2000). La membrane de ces 
domaines contient des sous-domaines qui diffèrent en termes de compositions et de 
fonctions. Ces domaines sont situés dans les extensions tubulaires des endosomes 
précoces, permettent un tri moléculaire et génèrent des vésicules qui fusionneront 
avec la membrane plasmique, les endosomes de recyclage ou le réseau trans-Golgi 
(TGN) (Kobayashi and Fukuda, 2013; Snider and Rogers, 1985). 
Par la suite, les endosomes précoces qui ne sont pas recyclés à la membrane 
plasmique se transforment en endosomes tardifs en accumulant des vésicules 
intraluminales (ILV) dans leur lumière, d’où leur appellation de corps multivésiculaires 
(ou multivesicular bodies, MVB) (Stoorvogel et al., 1991). Lors de leur morphogénèse, 
des composés comme des protéines, des lipides ou des acides nucléiques vont être 
séquestrés dans les ILV. Ce mécanisme a été mis en évidence dans des hépatocytes 
de rats par l’internalisation du récepteur à l’EGF (EGFR) dans les vésicules 
intraluminales (Dunn et al., 1986). 
Les MVB vont fusionner soit avec les lysosomes, soit à la membrane plasmique. La 
fusion des MVB avec les lysosomes forment l’endolysosome où les hydrolases 
lysosomales vont en dégrader le contenu pour le recycler. Lors de la fusion du MVB 
avec la membrane plasmique, son contenu est libéré dans le milieu extracellulaire, les 







Figure 6 : Système endolysosomal. 
a : Formation des endosomes précoces, b : recyclage des endosomes précoces à la 
membrane plasmique, c : transformation de l’endosome précoce en corps multivésiculaire 
(MVB) d : fusion du MVB avec le lysosome pour former l’endolysosome en parralèle à la voie 
de sécrétion classique des protéines (e), des vésicules du réseau trans-Golgi peuvent aussi 
fusionner avec le MVB (f). 






















 Les corps multivésiculaires 
Comme nous venons de le décrire, les corps mutivésiculaires (MVB) sont au carrefour 
de l’endocytose, de la dégradation lysosomale et de l’exocytose et sont le lieu de la 
biogenèse des exosomes. Les recherches menées sur le HEV montrent que des 
acteurs moléculaires sont communs à la biogenèse des ILV et du HEV. 
 Système ESCRT 
Le système ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) est le 
principal système décrit permettant la morphogénèse des ILV. La plupart des données 
concernant ce système ESCRT ont été découvertes chez la levure. Le système 
ESCRT est constitué de quatre complexes multiprotéiques et de protéines accessoires 
qui s’assemblent les uns après les autres.  
Le complexe ESCRT-0 est composé d’un hétérodimère des protéines HRS et STAM1 
lié à la membrane du MVB grâce au phosphatidylinositol-3-phosphate [PI(3)P]. Le 
complexe ESCRT-0 possède de nombreux domaines de liaison à l’ubiquitine. Les 
protéines ubiquitinylées sont recrutées par le complexe ESCRT-0, ce qui leur permet 
d’être concentrées à la face externe de la membrane des endosomes tardifs (Figure 
7a) (Vietri et al., 2019). 
Les complexes ESCRT-I et ESCRT-II sont des hétéro-tétramères constitués 
respectivement de TSG101, VPS28, VPS37 et MVB12 et de VPS36, VPS22 et de 
deux protéines VPS25. Les complexes ESCRT-I et ESCRT-II peuvent reconnaitre les 
protéines ubiquitinylées et le complexe ESCRT-II peut reconnaitre le PI(3)P de la 
membrane des endosomes (Ahmed et al., 2019). Les systèmes ESCRT-I et ESCRT-
II vont provoquer une invagination de la membrane du MVB dans sa lumière (Figure 
7b) (Vietri et al., 2019; Wollert and Hurley, 2010). TSG101 possède un domaine de 
liaison à l’ubiquitine qui lui permet de prendre en charge la cargaison du complexe 
ESCRT-0 (Bishop et al., 2002). La liaison du domaine PSAP de HRS à TSG101 est 
nécessaire à la biogénèse des MVB et à la maturation des endosomes précoces en 
endosomes tardifs (Lu et al., 2003). 
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Le complexe ESCRT-III est constitué de sept sous-unités : CHMP1 à CHMP7 qui 
forment une structure en forme de spirale (Chiaruttini et al., 2015). ESCRT-III va former 
un col d’étranglement à la jonction entre la vésicule intraluminale en formation et la 
membrane du MVB. VPS4A dépolymérise le complexe ESCRT-III ce qui initie le 
processus de fission des vésicules intraluminales et le recyclage du complexe ESCRT-







Figure 7 : Mécanismes moléculaires de la biogénèse des corps multivésiculaires par 
le système ESCRT. 
a : Au niveau de la membrane du corps multivésiculaire (MVB), le complexe ESCRT-0 va être 
recruté par des protéines ubiquitinylées (carré jaune) b : le complexe ESCRT-0 va recruter les 
complexes ESCRT-I et ESCRT-II qui vont provoquer une invagination de la membrane 
plasmique. c : Le complexe ESCRT-III va serrer le col du bourgeon, d : suite à l’action de 
VPS4A, ESCRT-III se dépolymérise et la vésicule intraluminale (ILV) formée de désolidarise 
de la membrane du MVB. 




 Rôle des lipides dans la biogénèse des corps multivésiculaires 
Il a été proposé que les céramides puissent induire une courbure vers l’intérieur de la 
membrane des MVB pour former les ILV (Trajkovic et al., 2008). La phospholipase D2 
(PLD2) est une enzyme enrichie dans les exosomes qui est nécessaire à leur 
biogénèse (Ghossoub et al., 2014; Laulagnier et al., 2004). La PLD2 produit de l’acide 
phosphatidique à partir de l’hydrolyse de la phosphatidylcholine. L’acide 
phosphatidique produit dans la membrane interne des MVB pourrait induire, comme 
pour le céramide, une courbure permettant la formation des vésicules intraluminales 
(Ghossoub et al., 2014). Le BMP (bis(mono-acylglycero)phosphate), localisé à la 
membrane périphérique des MVB peut induire une courbure de cette membrane et 
participe à la biogénèse des ILV (Matsuo et al., 2004). 
Le cholestérol est un autre lipide important dans la biogénèse des MVB. Dans les 
cellules oligodendriales, l’accumulation de cholestérol dans les MVB, induit par la 
drogue U18666A ou par mutation du transporteur du cholestérol NPC1, stimule la 
sécrétion de vésicules riches en cholestérol, contenant les protéines exosomales 
CD63 et ALIX, ainsi que la protéine associée aux radeaux lipidiques Flotilin-2 
(Chevallier et al., 2008; Strauss et al., 2010). Les exosomes pourraient donc contribuer 
à l’homéostasie du cholestérol. 
 Chargement des vésicules intraluminales 
Lors de leur morphogénèse, des lipides, des protéines ou des acides nucléiques sont 
chargés dans les vésicules intraluminales (Figure 8). 
L’ubiquitination des protéines est un des mécanismes impliqués dans le chargement 
des vésicules intraluminales. Les protéines ubiquitinylées sont prises en charge par 
HRS et TSG101. Certaines protéines possèdent des motifs leur permettant d’interagir 
avec TSG101 ou ALIX pour leur chargement dans les ILV. Il s’agit des motifs P(T/S)AP 
pour TSG101 et YPXL pour ALIX (Roucourt et al., 2015; Bänfer et al., 2018). 
Il a été montré qu’ALIX, protéine accessoire du système ESCRT-III, stimule le 
bourgeonnement intraluminal de vésicules dans les endosomes et la biogénèse des 
exosomes (Baietti et al., 2012). ALIX est recrutée à la membrane des endosomes par 
le BMP ou par la synténine qui se lie à l’acide phosphatidique. ALIX est capable de se 
lier avec le complexe ESCRT-III et de charger des protéines non-ubiquitinylées 
indépendament des complexes ESCRT-0 à ESCRT-II (van Niel et al., 2018).  
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La palmitoylation, la myristoylation et la farnésylation permettent aussi d’adresser les 
protéines au niveau des radeaux lipidiques de la membrane du MVB pour qu’elles 
soient chargées dans les ILV. Ces protéines sont alors adressées dans une population 
d’exosomes riches en cholestérol (Oeste et al., 2014).  
Les protéines de la famille des tétraspanines ont été proposées comme permettant le 
tri du chargement des ILV. Les tétraspanines sont enrichies dans les MVB, les ILV et 
les exosomes des lymphocytes B. Dans les cellules de mélanomes humains, CD63 
permet le chargement de la protéine PMEL dans les ILV indépendamment du système 
ESCRT ou du céramide (van Niel et al., 2011). De même, CD81 permet d’intégrer 
certains de ses ligands dans les exosomes des lymphoblastes humains (Perez-
Hernandez et al., 2013). 
De nombreux types d’ARN sont chargés dans les vésicules intraluminales parmi 
lesquels des ARN messagers, ribosomaux ou des microARN (Xiao et al., 2012; Huang 
et al., 2013). Des séquences appelées EXO-motifs permettent l’interaction avec des 
protéines de liaison à l'ARN et permettent leur chargement dans les ILV (Santangelo 
et al., 2016; Villarroya-Beltri et al., 2013). 
 





Figure 8 : Protéines impliquées dans le chargement des vésicules intraluminales. 
(1a et 2a) : Le chargement des protéines dans les vésicules intraluminales (ILV) débute par 
l’accumulation de ces protéines à la membrane plasmique des corps multivésiculaires (MVB). 
Les composés des ILV peuvent être chargés indépendamment du système ESCRT-0 à –II (1). 
La syntenine va se lier aux protéines à charger et former un complexe avec ALIX et ESCRT-
III (1b). Ce complexe va permettre le chargement des composés dans les ILV (1c). Le 
chargement des protéines par le système ESCRT concerne aussi des protéines ubiquitinylées. 
Dans la voie dépendante du système ESCRT, le complexe ESCRT-0 va prendre en charge 
les protéines ubiquitinylées (2b). Ces protéines sont ensuite transmises au complexe ESCRT-
I et ESCRT-II et sont transférées au complexe ESCRT-III pour le chargement par les vésicules 
intraluminales (2c). Les deux mécanismes de chargement des protéines débouchent sur la 




 Trafic des corps multivésiculaires 
Les petites GTPases sont des régulateurs importants du trafic vésiculaire. Il y a, chez 
l’homme, plus de 60 membres de la famille Rab qui sont localisés dans des 
membranes intracellulaires. Les Rab GTPases (Rab) sont synthétisées sous forme 
libre cytoplasmique et sont associées aux membranes par un groupement hydrophobe 
géranylgéranyl (Srikanth et al., 2017). Les Rab fonctionnent comme des commutateurs 
qui alternent entre deux états conformationnels : la forme inactive lié au GDP et la 
forme active liée au GTP. Le passage à la forme active est catalysé par les enzymes 
GEF et à la forme inactive par les enzymes GAP (Goody et al., 2016).  
Les Rab possèdent un large éventail de fonctions comme l’initiation de l’endocytose, 
le désassemblage des vésicules endocytées, le transport vésiculaire le long du 
cytosquelette, l’arrimage à la membrane receveuse et la fusion d’une vésicule à une 
membrane receveuse (Figure 9) (Stenmark, 2009).   
Les Rab sont connectées au cytosquelette grâce à des protéines motrices. Au niveau 
des microtubules, les kinésines vont assurer le transport antérograde, vers la 
membrane cellulaire, tandis que les dynéines assurent le transport rétrograde, vers le 
centrosome. Au niveau du réseau d’actine, les Rab GTPases peuvent se lier aux 
protéines motrices de la famille des Myosines (Kjos et al., 2018).  
La fusion des vésicules, avec une membrane receveuse, est régulée par les protéines 
de la famille des SNARE (soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein 
receptor). Les SNARE sont des protéines transmembranaires qui forment un complexe 
permettant l’arrimage, le rapprochement et la fusion de la vésicule donneuse à la 
membrane receveuse et permettent de la fusion des deux membranes. Le contenu de 
la vésicule donneuse est alors libéré dans la lumière de la vésicule receveuse ou à 
l’extérieur de la cellule en cas de fusion à la membrane plasmique. Les protéines de 
la famille SNARE sont répartis dans des compartiments intracellulaires distincts et 
forment des complexes SNARE spécifiques pour assurer la fusion de différents 




Figure 9 : Rôle de la famille des Rab GTPase dans le trafic vésiculaire. 
Différentes étapes du trafic membranaire peuvent être controlées par les Rab GTPase et leurs 
effecteurs (en orange). Une Rab active liée au GTP peut activer une protéine de tri et permettre 
la capture d’un ligand dans une vésicule en cours de bourgeonnement (a). En recrutant des 
phosphoinositides kinases ou phosphatases, les Rab participent à la conversion des 
phosphoinositides membranaires (PI) ce qui permet la dissociation ou le recrutement des 
protéines se liant aux différents phosphoinositides (b). Les Rab GTPases peuvent servir de 
médiateurs pour le transport des vésicules le long du cytosquelette (c) et pour attacher des 
vésicules en recrutant des molécules de la membrane acceptrice (d).  Les Rab GTPases 
participent à la formation du complexe SNARE, qui entraîne la fusion de la membrane (e). Une 
fois sa fonction effectuée, la Rab GTPase est convertie en sa forme inactive par la protéine 
GAP. La Rab GTPase va être solubilisée et transportée par GDI jusqu’à une membrane 
receveuse puis le GDF de cette membrane va lier la Rab GTPAse inactive. GEF va convertir 
cette Rab GTPase en forme active (f). 
D’après (Stenmark, 2009). 
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 Rôle de la voie d’endocytose-exocytose dans le cycle viral du 
HEV, la morphogénèse et la libération des particules virales 
quasi-enveloppées du HEV. 
Le chapitre suivant décrit l’utilisation des acteurs moléculaires de la voie d’endocytose-
exocytose par le HEV, pour son cycle viral, de l’entrée dans la cellule cible à la 
libération des particules virales quasi-enveloppées dans le milieu extracellulaire. 
 Entrée du virus 
Le ou les récepteurs des deux formes du HEV, nue ou associée aux lipides sont 
inconnus à ce jour. 
Sur les cellules d’hépatocarcinome Huh-7 et HepG2, les protéines ORF2 adhèrent de 
façon non-spécifique aux héparanes sulfates de la membrane cellulaire (Kalia et al., 
2009; Yin et al., 2016). L’effet des héparanes sulfates est plus modéré sur l’entrée des 
particules virales quasi-enveloppées (Yin et al., 2016). D’autre part, il a été montré sur 
PLC/PRF/5 que l’intégrine α-3 est un facteur impliqué dans l’entrée des particules 
virales nues mais pas celle des particules associées aux lipides (Shiota et al., 2019). 
L’entrée des particules virales nues et quasi-enveloppées se fait par endocytose dans 
des vésicules recouvertes de clathrine. Ce processus implique aussi la dynamine-2, le 
cholestérol membranaire et un remodelage du cytosquelette (Holla et al., 2015; Yin et 
al., 2016). L’extinction de l’expression du transporteur de cholestérol NPC1 dans les 
cellules HepG2 conduit à une diminution de l’infection par les particules quasi-
enveloppées du HEV : dans les endosomes tardifs, NPC1 extrairait le cholestérol de 
la membrane des particules virales quasi-enveloppées permettant la déstabilisation et 
l’extraction de cette membrane. La fusion de l’endosome tardif avec le lysosome 
acidifie son contenu ce qui permettrait la décapsidation des particules virales pour 




 Réplication de l’ARN viral et assemblage de la capside virale 
Suite à la décapsidation de l’ARN viral, la réplication du HEV se produit dans le 
cytoplasme. Le brin d’ARN positif est traduit à partir de sa coiffe en polyprotéine non 
structurale ORF1. Comme évoqué précédemment, on ne sait pas si le clivage d’ORF1 
est nécessaire pour la poursuite du cycle cellulaire. Les activités ARN polymérase 
dépendante de l’ARN et hélicase d’ORF1 vont alors permettre la réplication du génome 
viral en un ARN simple brin négatif qui va servir de matrice pour la synthèse de l’ARN 
génomique. A partir de ce brin négatif est aussi synthétisé un ARN subgénomique qui 
sert de matrice pour la traduction des protéines ORF2 et ORF3 (Graff et al., 2006). 
(Figure 10). Un mécanisme de « leaky scanning » du ribosome permet la traduction à 
partir de différents codons d’initiation pour produire OFR3, et les deux formes d’ORF2 
(longue glycosylée ou courte (Yin et al., 2018)). 
La forme courte de la protéine d’ORF2 encapside le génome viral grâce à la liaison à 
un signal d’encapsidation de 76 nucléotides situé près de l’extrémité 5’ du génome 
viral (Kenney and Meng, 2019b; Surjit et al., 2004). Des études en microscopie 
confocale ont montré la colocalisation d’ORF1 avec ORF2, ORF3 et l’ARN viral, ainsi 
qu’avec les marqueurs des endosomes tardifs CD63 et CD151 (Szkolnicka et al., 





Figure 10 : Réplication de l’ARN génomique viral et synthèse des protéines du HEV. 
a : Traduction de la protéine virale ORF1 par les ribosomes de l’hôte à partir de l’ARN 
génomique. b : Réplication du génome complet en ARN simple brin négatif par l’ARN 
polymérase dépendante de l’ARN virale. c : Cet ARN sert de matrice pour la réplication de 
l’ARN génomique et la transcription de l’ARN subgénomique simple brin positif par l’ARN 
polymérase dépendante de l’ARN virale. d : La protéine de capside ORF2 et la protéine ORF3 
sont traduites à partir de l’ARN sugénomique viral. 




 Implication du système ESCRT dans la biogénèse de la quasi-
enveloppe du HEV 
Des clichés de microscopie électronique ont révélé la présence de particules virales 
dans les vésicules intraluminales des cellules PLC/PRF/5, HepG2 et A549 
(Nagashima et al., 2014a), ce qui montre que ce système est important dans la 
biogénèse des particules virales. 
La protéine ORF3 joue un rôle majeur dans les événements de bourgeonnement se 
produisant au niveau du MVB. Lorsque les cellules d’hépatocarcinome humain 
PLC/PRF/5 sont infectées par un virus délété du codon d’initiation d’ORF3 et substitué 
par un codon codant l’alanine, il n’y a pas de libération de particules virales quasi-
enveloppées dans le surnageant de culture. Cela montre qu’ORF3 est nécessaire à la 
morphogénèse des particules virales associées aux lipides et la libération de ces 
particules (Yamada et al., 2009). Des expériences d’immunoprécipitation ont montré 
l’interaction d’ORF3 du HEV avec TSG101 (Nagashima et al., 2011a). Le motif PSAP 
d’ORF3 est nécessaire à cette interaction (Nagashima et al., 2011a) et permet la 
libération des particules virales infectieuses hors de la cellule pour les génotypes 1 et 
3 du HEV (Nagashima et al., 2011a; Emerson et al., 2010; Nagashima et al., 2011b). 
La mutation du codon d’initiation d’ORF3 ou de son motif PSAP conduit à la production 
de particules virales migrant à une densité de 1,27 sur gradient de sucrose, ce qui 
correspond à la densité des particules virales nues retrouvées dans les selles des 
patients infectés.La palmytoylation est nécessaire à ORF3 et lui permet de 
s’enchâsser dans la membrane plasmique des MVB (Gouttenoire et al., 2018).  
L’inhibition de l’expression de Hrs par des siRNA diminue la concentration d’ARN viral 
du HEV dans le surnageant de culture de cellules PLC/PRF/5 (Nagashima et al., 
2014a). Cela montre que la protéine HRS est impliquée dans la libération des 
particules virales. La surexpression de dominants négatifs de VPS4A dans des cellules 
PLC/PRF/5 infectées par le HEV inhibe la libération d’ARN viral dans le surnageant de 
culture (Nagashima et al., 2011a). Cela montre que VPS4A est nécessaire à la 
libération des particules virales, certainement en permettant la fission des ILV 
contenant les particules virales. 
Sur la base de ces travaux, ORF3 est donc nécessaire à la morphogénèse des 
particules virales quasi-enveloppées et à leur libération via la voie des MVB (Yamada 




 Rôle de la voie d’exocytose dans la libération des particules virales 
du HEV 
L’inhibition de la voie d’exocytose par le GW4869 inhibe la libération de l’ARN du HEV 
dans le surnageant de culture des cellules PLC/PRF/5 infectées par le HEV de 
génotype 3 (Nagashima et al., 2014a). Le GW4869 est un inhibiteur de la 
sphingomyélinase neutre qui inhibe la synthèse des céramides et conduit à une 
diminution de la sécrétion des exosomes. Sur le même modèle, la bafilomycine A1 
augmente la libération d’ARN HEV (Nagashima et al., 2014a). La bafilomycine A1 est 
un inhibiteur de la pompe vacuolaire l’H+ ATPase, elle inhibe la fusion des MVB avec 
les lysosomes et stimule la voie sécrétoire de l’exocytose. 
La libération d’ARN HEV dans le surnageant de culture de cellules PLC/PRF/5 
infectées par du HEV et une séquestration intracellulaire d’ARN viral sont observées 
lorsqu’on inhibe l’expression de la protéine Rab27a par transfection de siRNA. Rab27a 
étant une protéine accessoire impliquée dans le recyclage des MVB à la membrane 
plasmique (Ostrowski et al., 2010), ceci est en faveur du rôle des MVB dans la 
libération du HEV.  
Ainsi, au cours du cycle viral du HEV, les particules virales sont libérées avec les 
exosomes et pourront atteindre une autre cellule cible. Les facteurs qui confèrent aux 
particules virales leurs infectiosité, et leur tropisme sont inconnus. Le cycle viral 




Figure 11 : Etapes précoces du cycle cellulaire du HEV, de l’entrée de la particule 
virale quasi-enveloppée à l’encapsidation de la particule virale. 
Le schéma illustre les étapes de (1) : attachement non-spécifique aux héparanes sulfates, (2) : 
attachement au récepteur spécifique, (3) : endocytose médiée par la clathrine, (4) : 
décapsidation des particules virales, (5) : synthèse d’ORF1 portant notamment l’activité ARN 
polymérase dépendante de l’ARN, (6) : synthèse de l’ARN simple brin négatif (7) : synthèse 
d’ARN simple brin positif subgénomique polycistronique et (8) : réplication du génome complet 
du virus, (9) : traduction des protéines ORF2, ORF2 glycosylée et ORF3, (10) : encapsidation 
de la particule virale (11) : bourgeonnement des virions dans les vésicules intraluminales des 
corps multivésiculaires, (12) : libération des particules virales et (13) : sécrétion de la forme 
soluble d’ORF2. 






 Exosomes et particules HEV quasi-enveloppées 
La voie d’endocytose-exocytose aboutit donc à la sécrétion de vésicules appelées 
exosomes. Le HEV détournant cette voie pour la production des particules quasi-
enveloppées, la connaissance de la composition des exosomes peut donner des 
informations importantes pour orienter les recherches sur la propagation des particules 
quasi-enveloppées ou des pistes pour améliorer leur purification. 
 Les exosomes 
Les vésicules extracellulaires sont des structures d’origine cellulaire, entourées d’une 
bicouche phospholipidique, libérées dans le milieu extracellulaire, parmi lesquelles on 
décrit les exosomes, les ectosomes, les microvésicules et les corps apoptotiques. Les 
corps apoptotiques se forment par fragmentation cellulaire, les microvésicules par 
bourgeonnement externe de vésicules à la membrane plasmique et les exosomes par 
fusion des MVB à la membrane plasmique. Quels que soient leurs mécanismes de 
sécrétion, les vésicules extracellulaires ne peuvent pas être complètement isolées les 
unes les autres avec les méthodes actuelles, en raison du chevauchement de leurs 
caractéristiques physiques (Figure 12) (Mathieu et al., 2019). 
De plus, les cellules libèrent différentes populations d’exosomes avec des fonctions 
biologiques différentes en fonction des cellules et du contexte cellulaire (Willms et al., 







Figure 12 : Caractéristiques physiques des différents sous-types de vésicules 
extracellulaires. 






a. Composition des exosomes 
Les exosomes sont capables d’intégrer une grande variété de constituants parmi 
lesquelles des protéines, des acides nucléiques et des lipides (Figure 13).  
Des protéines ubiquitaires et des protéines cellulaires spécifiques peuvent être 
chargées sélectivement dans les exosomes (Figure 13). Les protéines ubiquitaires 
sont très probablement impliquées dans la biogenèse des exosomes et peuvent être 
utilisées comme marqueurs des exosomes. Il s’agit des protéines du système ESCRT 
comme TSG101 ou CHMP2A. La tubuline, l'actine, ainsi que les annexines, les 
protéines Rab et les tétraspanines CD9, CD81 et CD63 sont également enrichies dans 
les exosomes (Théry et al., 2018).  
La composition membranaire des exosomes est différente de celle de la membrane 
cellulaire mère, et dépend aussi du modèle cellulaire (Skotland et al., 2019). Certains 
lipides sont enrichis à la membrane des exosomes parmi lesquels le cholestérol, la 
phosphatidylsérine, les céramides, la sphingomyéline (Figure 13) (Pegtel and Gould, 
2019). 
Le cholestérol est impliqué à la fois dans la biogénèse, la libération, la stabilité et la 
capture des exosomes (Pfrieger and Vitale, 2018). Le cholestérol et la sphingomyéline 
forment des domaines rigides, résistant aux détergents qui permettent de concentrer 
localement des protéines comme l’ɑβ-cristalline (Gangalum et al., 2011).  
Alors que la phosphatidylsérine est séquestrée dans le feuillet interne de la membrane 
plasmique cellulaire, elle se retrouve sur les deux feuillets des exosomes. La 
phosphatidylsérine des exosomes peut être reconnue par les récepteurs TIM1 et TIM4 
et contribue à la capture des exosomes par une cellule receveuse (Miyanishi et al., 
2007; Yao et al., 2018). Les céramides stimulent le bourgeonnement intraluminal des 
MVB et la libération des exosomes (Trajkovic et al., 2008).  
Il est à noter que la plupart des résultats sur la composition des exosomes ont été 
obtenus sur les exosomes totaux purifiés à partir d’un type cellulaire et n’ont pas pris 
en compte la libération possible de plusieurs sous-populations d’exosomes dans une 
même culture cellulaire. En effet, les exosomes peuvent avoir des caractéristiques 
différentes entre sous-populations. Par exemple, les cellules épithéliales de la prostate 
libèrent au moins deux populations différentes d’exosomes avec des morphologies, 





Figure 13 : Composants principaux des exosomes. 




b. Fonction des exosomes 
Les exosomes sont capables de transporter une information d’une cellule donneuse 
vers une cellule receveuse. Le type d’information transmise dépend de la composition 
des exosomes et du contexte cellulaire. Dans le milieu extérieur, plusieurs 
mécanismes permettent la capture des exosomes par les cellules receveuses (Figure 
14) (van Niel et al., 2018). 
Les exosomes peuvent être internalisés par endocytose dépendante de la cavéoline, 
de la clathrine ou des radeaux lipidiques ou par macropinocytose. Ces exosomes vont 
déboucher dans l’endosome précoce. À partir du MVB, les exosomes vont pouvoir 
fusionner à la membrane pour libérer leur contenu directement dans le cytosol par un 
processus appelé back-fusion. Dans l’environnement acide des MVB, le BMP à la 
surface des exosomes stimule le processus de back-fusion ; ce mécanisme permet le 
transfert de l’IFN-ɑ des macrophages vers les hépatocytes par l’intermédiaire des 
exosomes (Yao et al., 2018). 
Les exosomes peuvent aussi fusionner directement à la membrane plasmique. Les 
exosomes peuvent aussi être capturés par phagocytose, essentiellement par les 
cellules dendritiques et les macrophages (Feng et al., 2010), par macrocytose ou 
pinocytose (Horibe et al., 2018).  
Les exosomes peuvent se lier à la surface de la membrane cellulaire grâce à des 
protéines comme les tétraspanines, les intégrines ou les protéines de liaison aux 
phosphatidylsérines comme les annexines, les galectines ou TIM-4. Les exosomes 
peuvent interagir par une liaison ligand-récepteur et transmettre un signal 
intracellulaire sans capture de l’exosome. Ce mécanisme a été mis en évidence à la 
surface des exosomes provenant des cellules dendritiques lors de la liaison du CMH-
II et de ICAM-I à LFA-1 à la membrane plasmique du lymphocyte T (Nolte-’t Hoen et 
al., 2009; Segura et al., 2005) ou alors par la liaison de PD-1L, à la surface des 
exosomes provenant de cellules tumorales, à PD-1 à la surface des lymphocytes T 
(Poggio et al., 2019). Ces interactions entre les exosomes et les cellules receveuses 
vont déclencher respectivement l’activation des lymphocytes T naïfs ou l’épuisement 
des lymphocytes T. Ces deux exemples montrent que les effets physiologiques des 




Ces résultats proviennent d’études réalisées sur des types cellulaires différents. Les 
mécanismes qui déterminent le tropisme cellulaire des exosomes sont actuellement 




Figure 14 : Capture des exosomes par la cellule receveuse et transfert de 
l’information. 
Les exosomes (vésicules roses) se lient à la membrane de la cellule receveuse par une liaison 
ligand-récepteur (a). Ils pénètrent la cellule par macropinocytose, phagocytose ou endocytose 
(b) puis rejoignent l’endosome précoce, l’exosome possède alors la morphologie d’une 
vésicule intraluminale (ILV). L’endosome précoce va se transformer en corps multivésiculaire 
(MVB/MVE) (c). Le contenu interne des exosomes va rejoindre le cytosol lors d’un processus 
de fusion de l’ILV à la membrane du MVB (appelé back-fusion d) ou par la fusion directe de 
l’exosome à la membrane plasmique de la cellule receveuse (e). Certains constituant des 
exosomes comme les micro-ARN (miRNA) vont alors exercer leur effet biologique. Les 
endosomes précoces et les MVB peuvent aussi fusionner à la membrane plasmique et libérer 
les exosomes dans le milieu extracellulaire (f) ou être dégradé par la fusion du MVB avec le 
lysosome (g). ICAM : Molécule d’adhésion intercellulaire ECM : matrice extracellulaire. 














 Propriétés des particules virales quasi-enveloppées du HEV 
a. Composition de la quasi-enveloppe virale 
Les données décrivant la composition du HEV proviennent d’expériences de 
séroneutralisation et d’immunocapture. Comme nous l’avons vu précédemment, le 
rendement d’immunocapture des particules virales quasi-enveloppées par des 
anticorps dirigés contre ORF2 et ORF3 est faible.  
Un traitement solvant-détergent par le déoxycholate augmente le rendement de 
capture avec des anticorps spécifiques d’ORF2 ou d’ORF3 (Takahashi et al., 2010). 
Ces résultats indiquent que les protéines virales sont absentes de la surface des 
particules virales quasi-enveloppées. 
L’immunoprécipitation des particules virales du sérum de patients virémiques avec un 
anticorps anti-ORF3 permet toutefois d’observer que les particules virales ont une taille 
variable d’un patient à l’autre. Les auteurs ont suggéré que ces variations de taille 
pourraient être dues à celles de leur contenu lipidique (Montpellier et al., 2018). Des 
études ont montré que les populations noires américaines et chinoises Han qui 
possèdent l’allèle ε3 ou ε4 de l’apolipoprotéine E ont une séroprévalence plus faible 
pour le HEV que celle possédant l’allèle ε2. Il a été proposé que le HEV quasi-
enveloppé utilise les mêmes récepteurs que l’ApoE, que le récepteur à l’ApoE se 
trouve à la surface de la quasi-enveloppe ou que l’ApoE module la réponse immune 
contre le HEV (Zhang et al., 2015; Gu et al., 2018). 
Les particules virales quasi-enveloppées, co-isolées par ultracentrifugation dans le 
culot d’exosomes, peuvent être partiellement immunoprécipitées par des anticorps 
ciblant des marqueurs des exosomes : anti-CD63, anti-CD9, anti-CD81, anti-EpCAM 
et par des protéines se liant aux phosphatidylsérines (Nagashima et al., 2014b, 2017). 
Les particules virales quasi-enveloppées peuvent aussi être immunoprécipitées avec 
un anticorps dirigé contre TGN46. TGN46 est un marqueur du réseau trans-Golgi, cela 
suggère que cet organite pourrait contribuer à la biogénèse de la membrane du HEV 






b. Infectiosité des particules virales 
Les populations de particules virales nues, issues des selles des patients infectés, 
contiennent une proportion plus importante de particules infectieuses que les 
populations de particules virales quasi-enveloppées obtenues en culture (Shukla et al., 
2011; Chapuy-Regaud et al., 2017). 
Bien qu’il y ait moins de particules virales infectieuses dans le sérum des patients, les 
particules virales quasi-enveloppées sont protégées des anticorps neutralisants grâce 
à leur quasi-enveloppe. Lorsque ces particules sont traitées par des détergents, leur 
infectiosité augmente mais en contrepartie, elles redeviennent sensibles à l’action 
neutralisante des anticorps anti-HEV (Chapuy-Regaud et al., 2017; Takahashi et al., 
2010).  
La forme des particules virales libérées des hépatocytes et les mécanismes permettant 
d’obtenir des particules nues du HEV dans les selles sont inconnus. Les hépatocytes 
sont des cellules avec une architecture singulière à l’interface entre les canalicules 
biliaires et les sinusoïdes sanguins. Les hépatocytes sont des cellules épithéliales 
polarisées dans lesquelles plusieurs voies d’exocytose différentes coexistent (Schulze 
et al., 2019). La forme du virus qui bourgeonne de ces cellules est inconnue. 
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III. L’hépatocyte, cible majeure du HEV, est une cellule 
épithéliale polarisée 
La plupart des données concernant la polarisation des cellules épithéliales ont été 
obtenues sur les cellules rénales MDCK. Les MDCK forment un épithélium simple 
permettant l’étude du trafic véiculaire intracellulaire. Toutefois, dans les hépatocytes, 
ce trafic a des spécificités liées à la complexité de leur architecture.  
 Caractéristiques principales des cellules épithéliales polarisées 
Un épithélium est formé de cellules jointives, juxtaposées, solidaires les unes des 
autres par des systèmes de jonction qui permettent la cohésion des cellules entre elles 
ainsi que la cohésion des cellules avec les constituants de la matrice extracellulaire 
sous-jacente (Paz et al., 2014). Pour séparer la lumière du flux sanguin, 
l’établissement des épithélia polarisés nécessite une organisation cellulaire 
asymétrique avec des contraintes en termes de fonction, de composition et 
d’architecture cellulaire.  
 Étanchéité de l’épithélium  
L’étanchéité des épithélia est une caractéristique importante de la polarisation 
épithéliale. Elle permet de maintenir le tri et la ségrégation des composés vers la 
lumière ou le flux sanguin. Elle permet aussi de maintenir les différences de 
composition protéique et lipidique entre les deux membranes en empêchant la 
diffusion de ces composés entre les deux pôles des cellules polarisées. L’étanchéité 
épithéliale est maintenue grâce aux jonctions serrées (Figure 15) qui sont composées 
d'une variété de protéines transmembranaires. Les jonctions serrées sont des 
structures intercellulaires fonctionnelles qui forment une barrière entre les cellules 
adjacentes, qui se serrent et se desserrent constamment pour contrôler le passage 
paracellulaire de l’eau, des ions et de petites molécules comme les sucres (Shen et 
al., 2011). Elles sont présentes dans les cellules épithéliales de tous les tissus et 
organes (Shi et al., 2018). Les protéines impliquées dans ces jonctions sont 
l'occludine, les claudines et les molécules d'adhésion jonctionnelles (JAM), ainsi que 
de protéines de support intracellulaires comme les zonula occludens (ZOs).  
L’étanchéité des épithélia permet de réguler des processus comme la cicatrisation. 
Dans des épithelia pulmonaires humains, les travaux de Vermeer et al. ont montré, 
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par microscopie confocale, que l’héréguline est libérée au pôle apical des épithélia 
alors que son récepteur membranaire HER2 est orienté à la face extracellulaire de la 
membrane basolatérale. En condition normale, l’héréguline n’a pas accès à HER2 
mais, en cas de lésion cellulaire, elle peut se lier à HER2 au pôle basolatéral, 
provoquer sa dimérisation et activer une cascade de signalisation intracellulaire 
contribuant à déclencher le processus de cicatrisation (Aguilar and Slamon, 2001; 
Vermeer et al., 2003). 
 
Figure 15 : Schéma des principales jonctions intercellulaires et détail des protéines 
impliquées dans les jonctions serrées. 
Les jonctions serrées font partie d’un complexe de jonctions de cellule à cellule délimitant le 
pôle apical. Chaque protéine se lie avec une protéine de la même famille enchâssée dans la 
membrane de la cellule adjacente. Les trois principales protéines impliquées dans les jonctions 
serrées sont la claudine, l’occludine et les molécules d'adhésion jonctionnelles (JAM). Les 
protéines de la famille des Zonula Occludens (ZO) permettent de relier ces jonctions au 
cytosquelette d’actine. Les jonctions adhérentes (adherens junctions), les desmosomes et les 
gap junctions sont d’autres types de jonctions cellulaires situés au pôle basolatéral. 





 Composition asymétrique des membranes apicales et basolatérales 
L’étanchéité des épithélia permet d’établir une différence de composition lipidique et 
protéique entre les membranes. Ces différences de composition permettent aux 
membranes apicale et basolatérale d’avoir des fonctions physiologiques différentes. 
Une distribution polarisée des différents phosphoinositides permet notamment le 
recrutement de protéines différentes à chaque pôle.  
a. Ségrégation protéique 
La différence de composition protéique des cellules polarisées contribue à réguler 
l’architecture et les fonctions physiologiques de ces cellules. Par exemple, du côté 
basolatéral, les intégrines permettent, d’une part, d’attacher les cellules épithéliales à 
la matrice extracellulaire et, d’autre part, de contribuer à la formation du pôle 
basolatéral (Lee and Streuli, 2014). Les SNAREs syntaxine-3 et syntaxine-4 
permettent l’amarrage des endosomes de recyclage, respectivement apicaux et 
basolatéraux, et participent à la ségrégation de la voie d’exocytose (Weisz and 
Rodriguez-Boulan, 2009). 
b. Ségrégation des phosphoinositides et de leurs partenaires protéiques 
La ségrégation d’une partie des protéines est rendue possible grâce à une composition 
lipidique différente entre les membranes des deux pôles cellulaires. Les 
phosphoinositides (PI) sont des lipides importants dans cette ségrégation protéique. 
Les PI sont composés d’une queue hydrophobe diacylglycérol (DAG) qui s’enchâsse 
à la membrane interne des membranes plasmiques, d’un groupement phosphate lié 
avec un groupement inositol hydrophile en contact avec le milieu intracellulaire. Grâce 
à l’action de plusieurs phosphatases et kinases, le groupe inositol peut être 
phosphorylé sur une à trois positions, permettant la synthèse de 7 formes de 





Figure 16 : Structure du phosphatidylinositol et des sept phosphoinositides cellulaires.  
Les phosphoinositides kinases et phosphatases impliquées dans leur métabolisme sont 
indiquées respectivement en bleu et rouge.  









La régulation de la phosphorylation de la partie inositide de ces lipides permet la liaison 
sélective de certaines protéines grâce à des domaines d’interactions ou une activation 
des protéines enchâssées à la membrane plasmique. Le domaine PH, à la partie C- 
et N- terminale de la protéine Pleckstrin, est le premier domaine d’interaction mis en 
évidence. L’interaction de Pelckstrin avec le PI(4)P et le PI(4,5)P2 a été mise en 
évidence par co-isolement de cette protéine avec ces deux PI (Harlan et al., 1994). De 
nombreux domaines d’interaction avec les PI ont par la suite été découverts (Figure 
17). 
 
Figure 17 : Domaines de liaison protéique de différents phosphatidylinositol. 
D’après (Shewan et al., 2011). 
 
Les phosphoinositides ont une répartition membranaire asymétrique. Sur des modèles 
d’organoïdes de cellules MDCK, Martin-Belmonte et al. ont mis en évidence un 
enrichissement en PI(4,5)P2 à la membrane cellulaire apicale (Martin-Belmonte et al., 
2007). Le PI(4,5)P2 enrichi au pôle apical permet le recrutement spécifique de 
certaines protéines comme la protéine d’ancrage annexine A2 (ANXA2) ou la protéine 
SLP2-a (Martin-Belmonte et al., 2007; Gálvez-Santisteban et al., 2012). 
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Sur le même modèle, les travaux de Gassama-Diagne et al. ont montré, par des 
approches de microscopie confocale, un enrichissement en PI(3,4,5)P3 à la 
membrane plasmique basolatérale (Gassama-Diagne et al., 2006). L’addition exogène 
de PI(3,4,5)P3 au pôle apical des cellules MDCK polarisées en culture sur insert semi-
perméable de collagène provoque la formation de protusions et la relocalisation rapide 
des protéines basolatérales p58, Syntaxin 4 et Sec8 à la membrane apicale. Ceci 
montre que ce processus de localisation membranaire est dynamique, réversible et 
que le PI(3,4,5)P3 est essentiel au recrutement basolatéral de ces protéines 
(Gassama-Diagne et al., 2006). La localisation préférentielle du PI(4,5)P2 au pôle 
apical et du PI(3,4,5)P3 au pôle basolatéral contribue à l’identité membranaire de ces 
deux membranes (Figure 18). 
 
Figure 18 : Répartition des phosphoinositides dans les membranes apicales et 
basolatérales.  
Le PI(4,5)P2 s’accumule au pôle apical des cellules alors que le PI(3,4,5)P3 s’accumule au 
pôle basolatéral. Les jonctions serrées empêchent la diffusion des lipides entre les deux pôles 
et permettent de maintenir l’identité des membranes. Le PI(3,4,5)P3 généré à la membrane 
apicale est supprimé par la phosphatase PTEN. 
D’après (Schink et al., 2016). 
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Les enzymes PTEN et PI3K sont des acteurs clés pour établir et maintenir l’identité 
membranaire des membranes apicales et basolatérales.  
PTEN est une lipide phosphatase qui convertit le PI(3,4,5)P3 en PI(4,5)P2, Le 
PI(4,5)P2 est enrichi à la membrane apicale au cours de la formation de la lumière des 
organoïdes. L‘inhibition de PTEN avec des siRNA ou un inhibiteur pharmacologique 
empêche le développement normal de la lumière et du pôle apical et provoque une 
homogénéisation du PI(3,4,5)P3 et du PI(4,5)P2 des membranes cellulaires (Martin-
Belmonte et al., 2007). Cependant, le PI(3,4,5)P3 n’est pas strictement localisé dans 
le domaine basolatéral et il est probable que des micro-domaines enrichis en différents 
phosphoinositides se trouvent dans les surfaces apicales et basolatérales pour remplir 
des fonctions spécifiques.  
Il a été montré que le PI(3,4)P2 est lui aussi enrichi à la membrane plasmique apicale 
(Román-Fernández et al., 2018). Ce phosphoinositide pourrait servir à l’ancrage 
d’autres populations d’endosomes à la membrane apicale, notamment les endosomes 




 Ségrégation des voies de sécrétions cellulaires 
La polarisation épithéliale permet la sécrétion vectorielle de solutés ou de protéines. 
Cette sécrétion peut avoir lieu d’un pôle ou d’un autre des épithélia polarisés.  
La voie d’endocytose-exocytose est un des mécanismes majeurs permettant la 
sécrétion polarisée de composés par les cellules épithéliales. Les cellules épithéliales 
intestinales sécrètent des exosomes du côté basolatéral et apical. Ces exosomes sont 
différents en terme de morphologie et de composition protéique (Van Niel et al., 2001). 
À partir d’un modèle de carcinome de colon polarisé en culture, Tauro et Al. ont isolé 
la fraction contenant les exosomes par ultracentrifugation. Ils ont montré par Western 
blot que la fraction apicale contenant les exosomes est enrichie en protéine EpCAM 
alors que la fraction basolatérale des exosomes est enrichie en antigène spécifique du 
colon A33. Les exosomes apicaux peuvent être immunocapturés par des billes 
magnétiques couplées à des anticorps anti-EpCAM alors que les exosomes 
basolatéraux sont capturés par des billes couplées aux anticorps anti GPA-33 (Tauro 
et al., 2013).  
Sur cellules MDCK polarisées en culture et analyse des exosomes isolés par 
ultracentrifugation sur gradient de densité, Chen et al. ont montré que la fraction 
apicale contenant les exosomes est enrichie en protéines HSP70 et CD63 et la fraction 
basolatérale est enrichie en TSG101, alors que ces deux fractions sont enrichies en 
protéines WNT3A (Chen et al., 2016). Ces deux populations d’exosomes sont isolées 
à des densités différentes par ultracentrifugation sur gradient de sucrose : entre 1,24 
et 1,28 pour la population d’exosomes apicale et entre 1,14 et 1,19 pour la population 
basolatérale ce qui suggère qu’elles ont des compositions lipidiques différentes (Chen 
et al., 2016).  
Ces travaux montrent que les cellules épithéliales peuvent sécréter différentes 
populations d’exosomes et que la sécrétion de ces populations d’exosomes est dirigée 
vers un pôle ou l’autre des épithélia.  
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Les vésicules sont transportées le long du cytosquelette grâce à diverses protéines 
motrices qui circulent sur les microtubules pour le transport entre le centrosome et la 
périphérie cellulaire (et inversement) ou sur les microfilaments d’actine pour le 
transport à proximité de la membrane plasmique (Kjos et al., 2018).  
Les protéines motrices de la famille de la myosine V permettent le transport vésiculaire 
en arrimant des RabGTPases et en déplaçant les vésicules vers la périphérie 
cellulaire. Par exemple, lorsque le mélanosome arrive à la jonction entre les 
microtubules et les microfilamants d’actine, un complexe va se former entre cette 
vésicule, Rab27a et la myosine 5a pour transporter le mélanosome vers la membrane 







 Polarisation du trafic vésiculaire 
Les cellules polarisées possèdent des voies d’endocytose et d’exocytose différentes 
entre le pôle apical et basolatéral. Les données sur l’endocytose-exocytose polarisée 
s’appuient en grande partie sur le système de cellules polarisées MDCK (Figure 19). 
 Trafic des endosomes précoces apicaux et basolatéraux 
Les composées extracellulaires peuvent être internalisés par endocytose. Les 
mécanismes d’endocytose mis en jeu sont l’endocytose médiée par la clathrine, la 
cavéoline, l’endocytose indépendante de ces deux protéines et la macropinocytose 
(Conner and Schmid, 2003). Les populations d’endosomes précoces correspondants 
(apical early endosome, AEE, ou basolateral early endosome, BEE) sont spatialement 
distinctes, localisées en périphérie et n’interagissent pas directement entre elles 
(Parton et al., 1989; Bomsel et al., 1990; Sheff et al., 2002). In vivo, Rab5 est 
nécessaire à leur biogénèse (Zeigerer et al., 2012).  
 Maturation des endosomes précoces en endosomes tardifs 
Les endosomes précoces ont trois destinations décrites : le recyclage, la dégradation 
par le lysosome ou la fusion avec les endosomes de recyclage commun (CRE). La 
cargaison des endosomes précoces peut être rapidement recyclée à la surface de la 
cellule, généralement par l'intermédiaire des compartiments Rab4-positifs qui 
bourgeonnent à partir de l’endosome précoce (Sönnichsen et al., 2000). Ceci entraîne 
l’épuisement de l’endosome précoce en composés destinés au recyclage et à son 
enrichissement en composés destinés à la dégradation, tels que les lipoprotéines de 
faible densité (LDL) et le facteur de croissance épidermique (EGF). Une grande partie 
des endosomes précoces basolatéraux vont être acheminés vers l’endosome de 
recyclage commun (CRE) via Rab10 et Rab8 (Babbey et al., 2006; Henry and Sheff, 
2008). Le CRE reçoit les cargaisons des endosomes précoces apicaux et 
basolatéraux, des endosomes de recyclage et des voies de biosynthèse transitant par 
le TGN (Wang et al., 2000) (Figure 19). Au sein du CRE, les cargaisons apicales et 
basolatérales sont de nouveau triées et dirigées vers la surface cellulaire appropriée. 
Au cours de ce processus, les endosomes précoces vont se transformer en MVB. Ce 
compartiment va partiellement fusionner avec le lysosome pour former 
l’endolysosome.   
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 Trafic vésiculaire vers les membranes plasmiques apicales et 
basolatérales 
Dans la voie de biosynthèse, les protéines membranaires néo-synthétisées sont 
acheminées du réticulum endoplasmique vers le réseau trans-Golgi, où elles sont 
triées avant leur livraison au domaine de la membrane plasmique apical ou basolatéral 
approprié (Jacob and Naim, 2001; Kreitzer et al., 2003). Le trajet entre le TGN et la 
surface cellulaire n'est pas toujours direct. Pour certaines protéines apicales et 
basolatérales, le passage par les endosomes de recyclage marqués par Rab8a et 
Rab11a a été décrit. Rab4 participe également au transport apical (Ang et al., 2004; 
Cramm-Behrens et al., 2008). Cette voie indirecte est nécessaire pour certaines 
protéines, comme le TLR7, afin d’atteindre les endosomes où elles exercent leurs 
fonctions (Sepehri et al., 2016). 
Les protéines destinées à atteindre la surface apicale sont acheminées vers 
l’endosome de recyclage apical (ARE), via une voie dépendante de Rab11, avant 
d’atteindre la membrane apicale (Leung et al., 2000; Wakabayashi et al., 2005). 
 
 Transcytose 
Les protéines basolatérales peuvent être acheminées vers le pôle apical par une voie 
indirecte appelée transcytose (par exemple les IgA et leur récepteur le pIgR) (Mostov, 
1993). Elles sont internalisées par endocytose via le BEE, rejoignent le CRE puis l’ARE 
au pôle apical dans des vésicules marquées par Rab11 et Rab17 (Striz et al., 2018).  
Il existe une voie de transcytose du pôle apical vers le pôle basolatéral qui implique 
Rab25 (Jerdeva et al., 2010; Tzaban et al., 2009). Cette voie de transcytose participe 





Figure 19 : Voies de trafic vésiculaire dans les épithélia polarisés. 
AEE : endosome précoce apical, BEE : endosome précoce basolatéral, CRE : endosome de 
recyclage commun, ARE : endosome de recyclage apical, MVB : corps multivésiculaire, TGN : 
réseau trans Golgi.  
Adaptée de (Apodaca et al., 2012) 
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 Spécificité de la polarisation des hépatocytes 
 Organisation du tissu hépatique. 
Le foie est un épithélium glandulaire amphicrine, c’est à dire que capable de sécréter 
des produits à la fois vers le flux sanguin et vers le canalicule biliaire (Figure 20).  
Les hépatocytes sont les principales cellules épithéliales du foie, ils ont une structure 
complexe en 3 dimensions avec une membrane basolatérale faisant face aux cellules 
endothéliales sinusoïdale du foie et une ou plusieurs membranes apicales qui font face 
à autant de canalicules biliaires (Honda, 2017).  
Ces deux pôles permettent à l’hépatocyte d’être à l’interface entre deux 
environnements physiologiques : le flux biliaire au pôle apical et le flux sanguin au pôle 
basolatéral (Figure 20) (Treyer and Müsch, 2013). Au pôle apical, les membranes 
d’hépatocytes adjacents forment un canalicule biliaire. Les canalicules se rejoignent 
pour former le réseau biliaire et déboucher sur le canal biliaire. 
Au pôle basolatéral, la membrane plasmique est séparée des cellules endothéliales 
des sinusoïdes hépatiques par un espace appelé espace de Disse ou espace 







  Figure 20 : Organisation anatomique et cellulaire du foie. 
A : Organisation anatomique générale du foie B: Schéma d’un sinusoïde hépatique Les 
hépatocytes adjacents forment un réseau de canalicules biliaires (C1 rose), un hépatocyte 
peut avoir plusieurs membranes apicales distinctes (C2 orange) mais a une seule membrane 
basolatérale. Les canalicules biliaires se rejoignent pour former les voies biliaires. Les voies 
biliaires ont une structure en forme de canal bordés par les cholangiocytes (D1), les 
membranes apicales adjacentes de plusieurs cholangiocytes bordent ce canal (D2 orange).  































 Spécificité du transport hépatique 
Les hépatocytes diffèrent de toutes les autres cellules épithéliales sur plusieurs 
aspects clés du trafic des protéines (Figure 21) (Schulze et al., 2019). Ils possèdent 
une à plusieurs membranes apicales et autant de voies d’exocytose apicales.  
La plupart des protéines de la voie sécrétoire classique comme l’albumine ou les 
facteurs de la coagulation sont sécrétés par une voie directe vers la membrane basale. 
Certaines protéines solubles, comme une fraction minoritaire de l’albumine, peuvent 
passer de l’espace sinusoïdal au canalicule biliaire par la voie de transcytose via 
l’endosome de recyclage apical. Bien que sécrétée préférentiellement du côté 
basolatéral, l’albumine sécrétée dans les canalicules biliaires peut être recyclée vers 
le pôle vasculaire par transcytose. Cette transcytose fait intervenir la liaison de 
l’albumine au récepteur des IgG FcRN membranaire (Pyzik et al., 2017) 
Une partie des protéines membranaires, comme le récepteur à la transferrine, sont 
également dirigées vers la membrane basolatérale avant de rejoindre la membrane 
apicale par transcytose (Aït-Slimane et al., 2009).  
Par exemple, DPP4 est retrouvée sous trois formes actives : une forme 
transmembranaire décrite comme étant exprimée préférentiellement au pôle apical 
des épithelia polarisés, comme le foie ou l’appareil respiratoire, une forme soluble 
sécrétée au pôle basolatéral des hépatocytes et une forme associée à la membrane 
des exosomes (Mulvihill and Drucker, 2014). La forme transmembranaire de DPP4 est 
adressée à la membrane plasmique basolatérale puis elle atteint le pôle apical en 
utilisant la voie de transcytose (Aït-Slimane et al., 2009; Galmes et al., 2013). Elle 
s’accumule ainsi à la membrane plasmique apicale des hépatocytes au niveau des 
canalicules biliaires (Galmes et al., 2013).  
 
Alors que la transcytose est la voie majoritaire pour l’adressage des protéines 
membranaires vers la membrane apicale, certaines protéines, comme des 
transporteurs ABC peuvent atteindre la membrane apicale directement depuis le 
réseau trans-Golgi ou en passant par l’endosome de recyclage apical (Kipp and Arias, 




Quel que soit le pôle cellulaire, les protéines membranaires peuvent être endocytées, 
rejoindre l’endosome précoce du pôle correspondant puis, soit la voie de dégradation 




Figure 21 : Modèle des voies de trafic intracellulaire de la voie d’endocytose et 
d’exocytose polarisée dans les hépatocytes. 
Les voies de sécrétion des membranes et des protéines membranaires empruntent la voie 
fléchée en rouge entre le réseau trans-golgi et le pôle basolatéral. La distribution des protéines 
membranaires basolatérales peut aussi être régulée via leur recyclage via l’endosome de 
recyclage commun (CRE) pour retourner du côté basolatéral. 
Les protéines et les vésicules apicales (flèche bleue) vont atteindre l’endosome de recyclage 
apical (ARE) puis le canalicule bilaire (BC), ou alors atteindre la membrane basolatérale par 
transcytose en passant par l’endosome de recyclage commun (CRE), l’ARE puis le canalicule 
bilaire. RE : réticulum endoplasmique. 




 Role de la polarisation cellulaire dans les fonctions des hépatocytes 
Les hépatocytes ont des fonctions spécialisées, telles que le métabolisme des sucres, 
des protéines, des acides biliaires, des lipides, des nutriments ou des toxiques (Trefts 
et al., 2017). Certaines de ces fonctions dépendent de la polarisation cellulaire, comme 
l’influx et l’export des acides biliaires, du cholestérol, des xénobiotiques ou la sécrétion 
de l’albumine (Gissen and Arias, 2015). 
L’homéostasie des acides biliaires du foie donne un exemple concret de cette 
différence de fonction membranaire. 
Une des fonctions principales de l’hépatocyte est la synthèse des acides biliaires à 
partir du cholestérol libre, la capture des acides biliaires sanguins, leur conjugaison 
puis leur excrétion dans les canalicules biliaires (Trauner and Boyer, 2003). La 
régulation des acides biliaires fait intervenir le transporteur des acides biliaires NTCP 
(Sodium Taurocholate Co-Transporting Peptide) et la pompe d’efflux des acides 
biliaires BSEP (Bile Salt Export Pump).  
La localisation basolatérale de NTCP a été montrée par immunofluorescence in situ 
sur des foies de rat et d’homme (Ananthanarayanan et al., 1994; Stieger et al., 1994). 
NTCP capture toutes les classes d’acides biliaires pour les transporter dans les 
hépatocytes (Hagenbuch and Meier, 1996). BSEP participe à l’efflux des acides 
biliaires dans les canalicules biliaires (Green et al., 2000). Sa localisation apicale a été 
mise en évidence par microscopie électronique de coupe de foie de rat (Gerloff et al., 
1998). Les fonctions antagonistes de NTCP et de BSEP, d’influx des acides biliaires à 
la membrane plasmique basolatérale et d’efflux à la membrane apicale, en font des 
régulateurs majeurs dans l’homéostasie des acides biliaires (Gissen and Arias, 2015). 
Le transport hépatique des acides biliaires n’est pas exclusif de ces deux 
transporteurs. Les différents transporteurs des acides biliaires et leur localisation 




Figure 22 : Transporteurs membranaires permettant l’influx intracellulaire ou 
l’excrétion des sels biliaires et d’autres solutés organiques dans les hépatocytes. 
D’après (Wagner et al., 2009).  
Des modifications de NTCP ou de BSEP peuvent avoir des conséquences 
pathologiques. Par exemple, l’inactivation ciblée du gène BSEP chez la souris 
provoque une cholestase intrahépatique modérée, non progressive mais persistante 
(Wang et al., 2001). La quantité d’ARN messager et l’expression protéique de NTCP 
diminuent dans tous les modèles expérimentaux de cholestase (Gartung et al., 1996; 
Lee et al., 2000; Zollner et al., 2001; Slitt et al., 2007). Cette inhibition de l’expression 
de NTCP est un mécanisme de réponse adaptatif à la cholestase pour réduire 
l’accumulation d’acides biliaires toxiques dans les hépatocytes (Wagner et al., 2009). 
Ceci contraste avec BSEP dont l’expression est modestement diminuée pendant la 
cholestase, même avec une obstruction complète des canaux biliaires (Green et al., 
2000; Lee et al., 2000). L’altération des mécanismes d’adressage membranaire peut 
aussi avoir une incidence pathologique. La maladie des inclusions microvillositaires a 
une forme cholestatique due à une mutation du Gène myo5b (Gonzales et al., 2017; 
Müller et al., 2008). La protéine MYO5b contribue au transport des endosomes tardifs 
vers la membrane plasmique apicale via Rab11 (Knowles et al., 2014). Cette mutation 
provoque une inhibition du transfert des endosomes tardifs vers le pôle apical ce qui 
provoque un défaut de localisation de BSEP à la membrane plasmique apicale (Girard 
et al., 2014; Knowles et al., 2014). L’altération de la localisation de la protéine BSEP 
contribuerait à la cholestase observée dans cette maladie, ce qui montre l’importance 





 Modèles d’hépatocytes polarisées 
a. Hépatocytes primaires humains 
Les hépatocytes primaires humains peuvent être isolés suite à un traitement de 
biopsies hépatiques par la collagénase. Cependant, ces cellules ont une durée de vie 
courte et lorsqu’elles sont maintenues sous forme de monocouche, elles gardent un 
phénotype non-polarisé sans domaines distincts. De plus, elles perdent l’expression 
de certains de leurs marqueurs de différenciation comme la sécrétion d’albumine ou 
l’expression des transporteurs des acides biliaires. Des modèles sous forme de 
sandwich de collagène permettent aux hépatocytes primaires de reproduire un 
phénotype polarisé, mais ces modèles sont difficiles à mettre en œuvre (Fu et al., 
2019). 
b.  Modèles dérivées de cellules souches hépatiques 
Les cellules souches pluripotentes induites humaines (hIPSC) peuvent s’organiser, in 
vitro, sous forme de sphéroïdes ou d’organoïdes et exprimer une organisation 
polarisée en trois dimensions. Bien que ces modèles permettent l’étude de l’interaction 
hôte-pathogène dans un modèle en trois dimensions, ils ne permettent pas d’avoir 
accès au surnageant apical (Nie et al., 2018; Subramanian et al., 2014; Wu et al., 
2018). 
c. Lignées cellulaires immortalisées 
Les lignées cellulaires immortalisées ont été utilisées pour étudier la polarisation des 
hépatocytes. Parmi elles, la lignée HepG2 à été isolée d’un carcinome 
hépatocellulaire. Sur une monocouche cellulaire, 20 à 40% des cellules expriment des 
structures ressemblant à des canalicules. La propriété de cette lignée d’exprimer un 
phénotype polarisé à été mise à profit pour isoler, par dilution limite, les lignées 
HepG2/C3a sous-clone N6 et HepG2-CD81 sous-clone 12,18 et 6NV. Ces sous-
clones sont capables de se polariser et ont été utilisés pour l’étude de l’entrée ou de 
la libération du HAV (Snooks et al., 2008), HBV (Bhat et al., 2011) et du HCV 
(Belouzard et al., 2017; Fletcher et al., 2014).  
Les HepaRG expriment un phénotype hétérogène avec des cellules qui imitent les 
hépatocytes et d’autres qui imitent les cholangiocytes. Leur nature bipotente est 
intéressante pour la comparaison entre les cholangiocytes et les hépatocytes (Gripon 
et al., 2002). De plus, cette lignée est capable de former des organoïdes in vitro (Dianat 
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et al., 2014). La transfection du HEV est possible sur les modèles de cellules polarisés 
HepaRG (Xu et al., 2017). 
Les modèles d’étude de la polarisation hépatocytaire sont donc peu nombreux, 




 Sortie vectorielle des virus dans des modèles polarisés 
Pour maintenir l’asymétrie des cellules épithéliales, les cellules mettent en jeu des 
mécanismes spécifiques aux différents pôles cellulaires. L’utilisation de la polarisation 
épithéliale est nécessaire aux virus pour être libérés ou transportés au pôle adéquat 
et leur permet de se propager efficacement dans l’hôte et/ou l’environnement. Dans le 
chapitre suivant, nous décrirons les conséquences de la libération vectorielle de 
certains virus sur la physiopathologie de leur infection. Nous mettrons l’accent sur les 
principaux virus hépatotropes et certains autres virus infectant des cellules épithéliales 
polarisées.  
 
 Sortie vectorielle des principaux virus hépatotropes  
a. Virus de l’hépatite A 
Le virus de l’hépatite A et celui de l’hépatite E partagent certaines caractéristiques. Ce 
sont tous les deux des virus à transmission fécale-orale qui sont isolés par 
ultracentrifugation dans la fraction de densité des exosomes (Feng et al., 2013; 
Nagashima et al., 2014a; Chapuy-Regaud et al., 2017). Ces deux virus sont retrouvés 
sous deux formes chez leur hôte, une forme nue dans les selles et une forme associée 
aux lipides dans des membranes dérivées des cellules hôtes qui les protègent des 
anticorps neutralisants (Takahashi et al., 2010; Feng et al., 2013; Chapuy-Regaud et 
al., 2017). Sur la base de l’extinction de l’expression des gènes par siRNA, il a été 
montré que la sortie du HAV dépend d’ALIX et de VPS4B mais elle est indépendante 
de TSG101 et HRS contrairement au HEV (Feng et al., 2013; Nagashima et al., 
2014a). Grâce à des approches de protéomique, un enrichissement en protéines du 
système ESCRT-III a été retrouvé dans les particules virales quasi-enveloppées du 
HAV isolées par ultracentrifugation (McKnight et al., 2017). De plus, l’extinction de 
l’expression par siRNA de la protéine CHMP2A du système ESCRT-III inhibe la 
libération de particules virales quasi-enveloppées (McKnight et al., 2017). Ces 
données indiquent d’une part que le HAV sort de la cellule par la voie des exosomes 
et d’autre part que la biogénèse des particules virales est indépendante des protéines 
HRS et TSG101 qui ne sont pas retrouvées dans les particules virales quasi-
enveloppées du HAV. 
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Sur insert semi-perméable de collagène, le HAV est libéré sous une forme associée 
aux lipides, quel que soit le pôle cellulaire des cellules Caco2 en culture, mais 
préférentiellement au pôle apical (Blank et al., 2000; Hirai-Yuki et al., 2016). Les 
particules virales libérées au pôle basolatéral pourraient disséminer l’infection dans 
l’organisme via la veine porte.   
Snooks et al. ont développé deux lignées dérivées de la lignée d’hépatocarcinome 
HepG2/C3A pour l’étude de l’infection par le HAV : la lignée HepG2-N6 possédant 
certaines caractéristiques des hépatocytes polarisés et la lignée HepG2-C11 
incapable de se polariser. Dans ces modèles, le HAV infecte les cellules 
préférentiellement du coté basolatéral (Snooks et al., 2008). Les données sur la sortie 
du HAV dépendent des études, l’ARN HAV est libéré préférentiellement au pôle 
basolatéral pour la souche HM175A.2 (Bishop et al., 1994; Snooks et al., 2008) du 
HAV alors que sa libération n’est pas vectorielle pour la souche atténuée HM175/p16. 
Cela suggère que la libération polarisée de l’ARN HAV dépend de la souche virale 
étudiée (Hirai-Yuki et al., 2016; Taylor et al., 1993). Des travaux ont montré que les 
particules virales, dans le milieu basolatéral, sont capturées par les IgA spécifiques du 
virus ce qui permet à ce complexe immun de traverser les cellules HepG2-N6 par 




b. Virus de l’hépatite B 
Des travaux sur des hépatocytes primaires humains ont montré que ces cellules sont 
très permissives à une infection du HBV par le pôle basolatéral (Schulze et al., 2012). 
Le récepteur NTCP du virus est exprimé au pôle basolatéral des hépatocytes ce qui 
explique l’entrée vectorielle du virus (Yan et al., 2012; Boyer, 2013). 
Dans les cellules HepG2-N6, Bath et al. ont montré que l’ADN viral est 
préférentiellement sécrété au pôle basolatéral des hépatocytes (Bhat et al., 2011). Une 
faible proportion de l’ADN viral est sécrétée au pôle apical des hépatocytes. La 
sécrétion apicale de cette fraction est sensible à l’action de la bréfeldine A, mais pas 
la fraction basolatérale. Cette drogue interrompt le trafic vésiculaire du réticulum 
endoplasmique au réseau trans-Golgi, cela suggère que la fraction apicale du HBV 
emprunte cette voie pour sa sortie et que la fraction basolatérale emprunte une autre 
voie pour la libération des particules virales (Bhat et al., 2011). Les travaux sur l’entrée 
et la libération vectorielle du HBV sont cohérents avec la transmission essentiellement 




c. Virus de l’hépatite C 
A partir de sous-clones des HepG2-CD81, il a été montré que l’entrée du HCV se fait 
au pôle basolatéral des hépatocytes polarisés en culture (Belouzard et al., 2017). La 
localisation exclusivement basolatérale du récepteur CD81 du HCV dans ce modèle 
explique l’infection de ces cellules par le pôle basolatéral. Dans le même modèle, il a 
été montré que la sortie des particules virales du HCV survient préférentiellement au 
pôle basolatéral (Belouzard et al., 2017). Au cours de sa biogénèse, le HCV est libéré 
sous forme de lipo-viro-particules, c’est-à-dire de particules virales associées aux 
lipoprotéines usurpant la voie de synthèse des VLDL (Very Low Density Lipoprotein) 
(Popescu et al., 2014). 
Il a été montré que la protéine virale non-structurale NS2 peut interagir avec les 
protéines AP-1a, AP-1b et AP-4. L’interaction de NS2 avec AP-1b permet la libération 
des particules virales du HCV (Benedicto et al., 2015; Xiao et al., 2018). AP-1b et AP-
4 sont impliquées dans le trafic vésiculaire basolatéral et pourraient être impliquées 
dans la sortie basolatérale du HCV (Simmen et al., 2002; Fölsch, 2005). 
Des travaux sur le virus de l’hépatite C ont montré que l’infection pouvait inhiber la 
fusion des MVB avec les lysosomes et provoquer la séquestration de l’ARN double 
brin du HCV à l’intérieur des endosomes tardifs. Cet ARN double brin est ensuite 
sécrété par la voie d’exocytose vers le pôle apical des hépatocytes polarisés en 
culture. L’intermédiaire d’ARN double brin du HCV ne peut donc pas activer le TLR3 
présent dans le lysosome ce qui permet d’inhiber la production d’interféron dans les 




 Autres virus infectant les cellules épithéliales polarisées 
a. Entérovirus 
Le genre des Enterovirus comprend de petits virus à ARN simple brin positif, de la 
famille des Picornaviridae, et inclut les virus de la poliomyélite, les rhinovirus, les 
coxsackievirus, les echovirus et les entérovirus. La transmission de ces virus peut se 
faire par voie fécale-orale ou respiratoire selon l'espèce ou la souche. La réplication 
des entérovirus dans leur site primaire d’infection, le tractus respiratoire ou gastro-
intestinal, est suivi par une phase virémique permettant aux particules virales 
d’atteindre et de se répliquer dans un site secondaire. Bien que le site de réplication 
principal de la plupart des entérovirus soit le tractus gastro-intestinal, les 
manifestations entériques comme les vomissements, la diarrhée et d'autres 
symptômes sont paradoxalement relativement rares chez l’hôte alors que la réplication 
du virus dans les sites secondaires peut provoquer un large éventail de manifestations 
(Racaniello, 2006; Tapparel et al., 2013). Les entérovirus sont décrits comme des virus 
lytiques non-enveloppés, cependant des travaux ont montré que le poliovirus possède 
un cycle non-lytique (Bird et al., 2014; Chen et al., 2015). Pendant le cycle non-lytique, 
la libération du coxsackie virus B3 et du polyovirus implique la voie de l’autophagie. 
Les particules virales libérées sont sous une forme associée aux lipides et riches en 
phosphatidylsérine (Tucker et al., 1993; Robinson et al., 2014; Chen et al., 2015). 
L’isolement des particules virales de coxsackievirus et poliovirus par des billes 
magnétiques couplées à l’annexine 5 ont permis de montrer que ces particules sont 
co-isolées avec des marqueurs du réticulum endoplasmique et de l’autophagie (Chen 
et al., 2015). La formation de ces vésicules permet l’intégration des virions dans des 
autophagosomes, la libération extracellulaire de vésicules contenant de multiples 
virions et permettrait la transmission simultanée de plusieurs virions dans une cellule 
cible (Chen et al., 2015).  
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L’infection de cellules intestinales humaines cultivées sur des puces microfluidiques 
par le cocksakievirus B1 a permis de montrer que ce virus peut infecter les entérocytes 
par ces deux pôles mais que la libération des particules virales infectieuses est 
préférentiellement apicale. Par ailleurs, la présence d’une faible proportion de virus 
infectieux dans le surnageant basolatéral de ce système pourrait indiquer que des 
particules virales sont libérées de la surface basale de l'épithélium ; elles pourraient 
alors infecter la barrière endothéliale ou traverser la circulation sanguine par transport 
actif ou passif et permettre l’infection dans un site secondaire (Villenave et al., 2017). 
Dans ces travaux, nous ignorons si les particules virales sont associées à une 
membrane lipidique. 
De façon similaire, les particules virales de la poliomyélite sont libérées différemment 
dans les modèles polarisés en culture de cellules d’origine intestinale Caco2 et rénale 
VeroC1008. La sortie des particules virales est préférentiellement apicale sur cellules 
Caco2 et non-vectorielle sur cellules Vero C1008 (Tucker et al., 1993). La sortie 





Le rotavirus provoque des gastroentérites sévères chez les enfants, il est aussi associé 
à des symptômes extra-intestinaux comme des symptômes respiratoires ou 
neurologiques. L'ARN viral et les protéines du rotavirus ont été détectés dans le sang 
d'enfants infectés ainsi que dans des tissus non intestinaux tels que le foie, le cœur, 
les poumons et le système nerveux central, ce qui suggère une dissémination 
systémique et un tropisme du rotavirus qui n’est pas limité à l’intestin (Chiappini et al., 
2005; Nakagomi and Nakagomi, 2005; Blutt et al., 2007).  
Des études portant sur l'infection à rotavirus dans des modèles animaux démontrent 
que des particules infectieuses sont présentes dans des sites extra-intestinaux 
(Crawford et al., 2006). Les données disponibles suggèrent que la virémie fait partie 
de l'évolution naturelle de l'infection à rotavirus et qu’il dissémine systématiquement 
au-delà de l'intestin vers des sites systémiques. Le rotavirus a un cycle non-lytique 
pendant la phase précoce de l’infection (Jourdan et al., 1997; Trejo-Cerro et al., 2018). 
Une partie des particules virales libérées pendant cette phase de l’infection sont 
infectieuses et associées à des lipides (Trejo-Cerro et al., 2018). Sur des modèles de 
cellules Caco-2 polarisées en culture, la Souche YM de rotavirus porcin entre 
préférentiellement au pôle basolatéral alors que sa sortie se fait préférentiellement au 
pôle apical (Cevallos Porta et al., 2016). Cette libération apicale concorde avec 
l'infection intestinale du rotavirus, ce qui permettrait une diffusion efficace du virus dans 
les selles, tandis que la libération basolatérale du virus concorde avec une 




L’infection des cellules épithéliales par les coronavirus (CoV) se fait préférentiellement 
du côté apical mais la libération des particules virales vers un pôle ou un autre des 
cellules polarisées dépend de la souche de coronavirus (Cong and Ren, 2014). 
Certaines souches comme le coronavirus associé au syndrome de détresse 
respiratoire sévère (SARS-CoV) sont libérées préférentiellement au pôle apical (Sims 
et al., 2008). Cette libération apicale permet la propagation des particules virales aux 
cellules respiratoires adjacentes (Sims et al., 2008). Cela permet une transmission 
efficace dans l’environnement par les sécrétions respiratoires, les fluides corporels et 
conduit à une large diffusion dans la population (Song et al., 2019).  
Le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) peut infecter 
les cellules intestinales humaines (Zhou et al., 2017). Les particules virales sont 
libérées préférentiellement du côté basolatéral des cellules Caco-2 polarisées en 
culture. L’infection des souris transgéniques exprimant le récepteur humain du virus 
DPP4 conduit à une infection secondaire des tissus pulmonaires (Zhou et al., 2017). 
De plus, le MERS-CoV bourgeonne aux deux pôles des cellules respiratoires (Tao et 
al., 2013). Le MERS-CoV est plus pathogène que le SRAS-CoV et peut provoquer des 
syndromes extra-respiratoires comme des défaillances rénales aiguës (Gralinski and 
Baric, 2015). Il a été montré que le MERS-coronavirus se réplique efficacement sur 
des cellules rénales primaires humaines (Eckerle et al., 2013). Le bourgeonnement 
basolatéral du MERS-CoV lui permet de produire une infection systémique et de se 
propager dans des sites secondaires de réplication, comme le rein, contribuant à la 





Le HEV peut aussi se propager sur des modèles cellulaires polarisés en culture. La 
transfection du sous clone C25j des cellules Caco-2 par du HEV de génotype 1 a 
permis de montrer que la protéine ORF3 s’accumule au pôle apical dans ce système 
de culture (Emerson et al., 2010). Toutefois, La majeure partie des travaux portant sur 
l’étude du virus de l’hépatite E a été faite dans des conditions de culture où les cellules 
ne sont pas polarisées. Les mécanismes mis en place dans la polarisation des 
hépatocytes, importants dans le cycle viral du HEV ne peuvent pas être étudiés dans 
ces modèles de culture.  
 
La transfection du HEV a été expérimentée sur les modèles de cellules polarisées 
HepaRG et sur le sous-clone PLC3 de la lignée PCL/PRF/5 (Montpellier et al., 2018; 
Xu et al., 2017). Bien qu’utilisant des cellules pouvant se polariser en culture, ces 
études ne se sont pas intéressées au rôle de la polarisation dans la physiopathologie 

















La description des particules virales quasi-enveloppées du HEV dans le sérum des 
patients fut un tournant décisif dans la connaissance du cycle viral du HEV. Il était en 
effet admis que les particules virales étaient libérées sous forme nue, et ainsi 
retrouvées dans les selles des patients. De fait, les mécanismes de bourgeonnement 
du HEV n’ont pas été étudiés. La coexistence de ces deux formes de particules virales 
du HEV dans son hôte pose des questions sur l’origine de la quasi-enveloppe virale et 
sur la forme des particules virales qui sont libérées des deux pôles des hépatocytes 
polarisés : existe-t-il deux mécanismes différents de bourgeonnement des particules 
virales ou les particules virales bourgeonnent-elles sous une forme associée aux 
lipides à la fois dans le flux sanguin et dans la bile où elles perdraient leurs lipides sous 
l’action détergente des sels biliaires ? 
 
Le premier objectif de ce travail a été de développer un système d’hépatocytes 
polarisés en culture, permissif aux souches cliniques du HEV et capable d’imiter 
certaines caractéristiques des hépatocytes. Nous avons étudié la sortie vectorielle du 
HEV, la forme et l’infectiosité des particules virales qui sont libérées dans le 
surnageant de culture de notre système ainsi que la localisation subcellulaire des 
protéines structurales du HEV. 
 
Le deuxième objectif a été d’optimiser la méthode de propagation des souches 
cliniques du HEV à partir des selles de patients infectés et d’augmenter la performance 
de la méthode de TCID50 développée au laboratoire. Ce travail nous a permis de 
quantifier l’infectiosité des particules virales de différents compartiments biologiques 
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Deux formes du virus de l’hépatite E coexistent chez son hôte, la forme nue trouvée 
dans les selles et la forme quasi-enveloppée trouvée dans le sérum des patients et in 
vitro dans le surnageant de culture. L’hépatocyte est une cellule polarisée avec un pôle 
apical en contact avec le canalicule biliaire et un pôle basolatéral en contact avec le 
flux sanguin. L’objectif de cette première étude a donc été de développer un modèle 
d’hépatocyte polarisé en culture afin de déterminer la forme des particules virales 
libérées à chaque pôle et la répartition de ces particules entre les pôles apical et 
basolatéral. 
À partir de la lignée mère HepG2/C3A, nous avons isolé par dilution limite la lignée 
clonale HepG2/F2. Ces cellules sont capables d’exprimer certaines caractéristiques 
majeures des hépatocytes polarisés lorsqu’elles sont cultivées sur insert semi-
perméable de collagène pendant 14 jours avec du milieu de Williams’E supplémenté 
avec du sérum de vœu fœtal et du DMSO. Ce système a été infecté du côté basolatéral 
avec du virus de génotype 3 nu issu des selles de patients (nHEV3) ou du virus de 
génotype 1 ou 3 quasi-enveloppé (eHEV1 ou eHEV3). Le eHEV3 ou 1 correspondait 




Quel que soit le génotype ou la forme des particules virales infectantes, l’ARN HEV 
ainsi que les particules virales infectieuses sont libérés préférentiellement au pôle 
apical des hépatocytes. Ces particules sont libérées sous une forme associée aux 
lipides aux deux pôles des hépatocytes mais la densité des particules virales est 
légèrement supérieure au pôle apical. Le traitement des particules virales, libérées au 
pôle apical ou basolatéral, avec un détergent donne des particules de densité plus 
élevée qui se rapproche de la densité des particules virales des selles. 
Le marquage intracellulaire des protéines virales a montré que la protéine de capside 
ORF2 s’accumule et colocalise avec la protéine virale ORF3 au pôle apical des 
hépatocytes. La protéine Rab27a, impliquée dans le recyclage des MVB à la 
membrane plasmique, et la protéine DPP4, qui est exprimée préférentiellement du 
côté apical des hépatocytes, s’accumulent et colocalisent toutes les deux avec ORF2 
du côté apical des hépatocytes. 
Une forme glycosylée d’ORF2 (ORF2g) est produite et sécrétée par les cellules 
infectées (Montpellier et al., 2018; Yin et al., 2018). Cette forme glycosylée est libérée 
dans le surnageant apical et basolatéral des hépatocytes polarisés mais la 
concentration d’ORF2 glycosylée est similaire aux deux pôles de notre système 
Cette première étude a donc montré que les particules virales infectieuses sont 
libérées aux deux pôles de l’hépatocyte sous une forme associée à des lipides mais 
que les particules virales infectieuses sortent préférentiellement du côté apical des 
hépatocytes. Cela suggère qu’il y a un mécanisme de tri qui permet aux particules 
virales d’atteindre préférentiellement le pôle apical des hépatocytes. Les particules 
libérées au pôle apical, dans les canalicules biliaires, pourraient perdre leur enveloppe 
sous l’action détergente des sels biliaires pour donner la forme nue retrouvée dans les 
selles des patients. La faible proportion de particules libérées au pôle basolatéral, dans 
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La culture du VHE est longue et difficile et pose des difficultés expérimentales. Très 
peu de souches cliniques ont pu être propagées efficacement en culture. La 
propagation du HEV en culture se fait généralement avec des selles de patients ou du 
surnageant de culture provenant de la propagation de ces selles. La concentration 
d’ARN viral obtenu en culture est faible et il faut plusieurs jours pour atteindre la phase 
plateau de production d’ARN viral.  
Comme le HEV existe sous deux formes chez son hôte, nue et quasi-enveloppée, des 
méthodes quantitatives sont nécessaires pour étudier l’infectiosité relative de ces 
formes pour l’étude de la physiopathologie de l’infection. Au laboratoire, nous estimons 
in vitro l’infectiosité des particules virales par une méthode de culture en dilution limite, 
suivie du calcul de la TCID50. La faible efficacité des méthodes de propagation du 
HEV in vitro se répercute sur les méthodes de quantification de l’infectiosité des 
souches virales du HEV.  
Les objectifs de ce travail ont été d’améliorer la propagation des souches cliniques du 
HEV issues des selles et du surnageant de culture à des passages précoces et 
d’appliquer cette méthode pour améliorer la méthode de quantification de l’infectiosité 
des particules virales du HEV développée au laboratoire. Enfin, nous avons évalué les 
nouvelles conditions de mesure de la TCID50 pour estimer l’infectiosité d’inocula 
jusqu’ici difficilement quantifiables. 
Plusieurs conditions d’infection et de culture virales ont été développées par la 
communauté scientifique. Ces conditions sont l’incubation de l’inoculum pendant 1 h 
à température ambiante avec le milieu MCCI (Takahashi et al., 2010), pendant 6 
heures avec le milieu WED (publication n°1) ou pendant 6 heures avec le milieu DSD 
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(Yin et al., 2016). La composition de ces trois milieux de culture est détaillée dans le 
tableau 2. 
Tableau 2 : Milieux utilisés pour la culture des cellules, l’infection et le maintien de la 
culture virale. 
 Milieu de Culture  Milieu d’infection 
Composition MCCI DSD WED MCCI DSD WED 
SVF 10 % 10 % 10 % 2 % 10 % 2 % 
DMEM 
Glucose 1g/L 
90 %   47 %   
DMEM 
Glucose 4,5 g/L 
 90 %   87 %  
Milieu de 
Williams E 
  89 %   96 % 
M199    47 %   
DMSO   1 %  2 % 1 % 
MgCl2     3.10-2 mol/L   
Penicillin G     0,1 U/L 0,1 U/L 0,1 U/L 
Streptomycin     0,1 U/L 0,1 U/L 0,1 U/L 







La lignée HepG2/C3A ou son sous-clone F2 ont été infectés avec des particules quasi-
enveloppées de génotype 3 pendant 1h avec le milieu MCCI ou WED. 
Indépendamment de la durée d’incubation de l’inoculum, le milieu WED augmente la 
production d’ARN viral d’un facteur 10 à la fois dans le surnageant de culture des 
cellules HepG2/C3A et F2 et dans le lysat cellulaire des cellules F2. L’incubation de 
l’inoculum en condition WED ou DSD augmente à J10 post-infection la quantité d’ARN 
viral produit comparée aux conditions MCCI. 
Les résultats de TCID50 avec les conditions de cultures MCCI, WED ou DSD ont été 
évalués avec une même souche de virus de génotype 3 nu, issue des selles des 
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patients, ou quasi-enveloppée, issue du surnageant de culture. Quelle que soit la 
souche, le résultat de TCID50 est supérieur avec les conditions WED ou DSD qu’avec 
la condition MCCI. De plus, indépendamment des conditions de culture, la souche 
issue des selles a une TCID50 supérieure à celle de son homologue quasi-enveloppé 
(Chapuy-Regaud et al., 2017).  
La condition DSD a été mise à contribution pour propager une souche de génotype 1 
issue des selles jusqu’ici difficilement cultivable. La TCID50 a été estimée sur cette 
souche avec les conditions MCCI et les conditions DSD. De même qu’avec la souche 
de génotype 3, les résultats de TCID50 sont supérieurs en conditions DSD par rapport 
aux conditions MCCI. 
Le point commun entre toutes les conditions qui permettent d’augmenter la production 
d’ARN viral en culture ou le résultat de TCID50 est la présence de DMSO dans le 
milieu de culture. Le DMSO a été utilisé par la communauté scientifique pour stimuler 
la propagation du HBV ou du HCV in vitro (Qiao et al., 2018; Sainz and Chisari, 2006). 
L’utilisation de ces milieux contenant du DMSO nous a permis de stimuler la production 
d’ARN viral en culture, de propager in vitro des souches jusqu’à présent difficilement 
cultivables et d’augmenter les résultats de TCID50. Nous avons donc augmenté la 
performance de la culture et de la quantification de l’infectiosité des particules virales 
des souches cliniques du HEV. Ces conditions pourraient avoir des applications en 
sécurité sanitaire, par exemple pour l’évaluation de l’inactivation virale au cours des 
procédés de fabrication des médicaments dérivés du sang. Cette méthode permettra 
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(1) Background: Hepatitis E virus (HEV) is a major concern in public health worldwide. Infection with 
HEV genotype 3, 4 and 7 can lead to chronic hepatitis while infection with genotype 1 can trigger severe 
hepatitis in pregnant women and all can worsen chronic liver diseases. A lipid-associated form in blood 
and a naked form in stools coexist in the host. Methods to spread efficiently both forms of HEV in 
culture and to evaluate infectivity of HEV clinical strains in vitro still need improvements. 
(2) Methods: Spreading of clinical strains of genotype 1 and 3 HEV was evaluated by RNA quantification 
in the culture supernatant and in cells, in several culture conditions. Infectivity was determined using 
an endpoint dilution method followed by the calculation of the tissue culture infectious dose 50 
(TCID50).  
(3) Results: Culture of genotype 1 and 3 HEV could be improved using media which common point is 
dimethylsulfoxide (DMSO). These increased the values of TCID50 by a factor 10 to 100 and allowed the 
quantification of genotype 1 HEV infectivity. 
(4) Conclusions: These optimized methods for HEV propagation and HEV infectivity quantification will 











The hepatitis E virus (HEV) is one of the most common causes of hepatitis worldwide. HEV belongs to 
the Hepeviridae family in which the Orthohepevirus genus comprises four species, named 
Orthohepevirus A-D, that infect mammals and birds, and the Piscihepevirus genus that infects trout. 
The Orthohepevirus A species includes at least eight genotypes, five of them (HEV1 to HEV4 and HEV7) 
infecting humans [1,2]. Genotypes 1 and 2 are restricted to humans; their transmission is linked to 
poor sanitation and contaminated water. Genotypes 3 and 4 are prevalent in industrialized countries 
where they are zoonotic, their reservoir including pigs, wild boar, deer and rabbits [3–6]. HEV can also 
be transmitted by blood transfusion [7]. 
HEV causes mainly self-limiting acute hepatitis. But HEV1 has been involved in severe hepatitis in 
pregnant women [8] while HEV3, 4 and 7 can lead to chronic hepatitis in immunocompromised 
patients. HEV1-4 can worsen chronic liver disorders and can be associated with a range of extra-hepatic 
manifestations [9–11]. While ribavirin is an efficient therapy to overcome most cases of chronic 
hepatitis E [12], some cases of ribavirin failure are described and the development of additional drugs 
is needed [13].  
 
The 7.2 kb-long single-stranded positive-sense RNA genome of HEV encodes 3 open reading frames 
(orfs) flanked by 5’ and 3’ untranslated regions [14]. ORF1 is a non-structural protein including seven 
functional domains: methyltransferase domain (MeT), Y domain, papain-like cysteine protease (PCP), 
hypervariable region (HVR, or polyproline region), X domain (Macro domain), helicase domain and 
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) [9]. Insertions in HVR can confer advantages for replication 
[15,16]. ORF2 is translated from two initiation codons giving two forms of ORF2, the capsid protein and 
a soluble glycosylated protein [17,18]. ORF3 is a small phosphorylated and palmitoylated protein 
involved in HEV morphogenesis and release [19–23]. HEV particles leave the infected cell in a quasi-
enveloped form [24]. This implies that HEV uses cell membranes to bud in a lipid-associated form that 
protects the particle from neutralizing antibodies [25,26]. However, these HEV particles seem to get 
rid of their lipids in the digestive tract, leaving the host in a naked form [27].   
 
Genotype 3 HEV has been cultured on several hepatocarcinoma cell lines, including PLC/PRF/5 and 
HepG2/C3A, as well as on A549 lung carcinoma cells [28]. Different culture conditions have been used, 
varying the percentage of fetal calf serum (FCS) in the culture medium, the additional components 
such as MgCl2 or dimethylsulfoxide (DMSO), the time of inoculation and the temperature of the culture 
[25,29,30]. Recently, we isolated a subclone of the HepG2/C3A cell line, called HepG2/F2. This subclone 
mimics the main physiological characteristics of hepatocytes when grown in a DMSO-containing 
medium, with an apical side corresponding to bile and a basolateral side corresponding to blood. With 
124 
 
this system, we could analyze the characteristics of HEV particles between the two sides and 
demonstrated that HEV is secreted in a lipid-associated form at both sides [30].   
 
We previously developed an endpoint dilution method based on HEV culture and on the quantification 
of HEV RNA to calculate TCID50. This allowed to show the higher infectivity of naked particles from 
stools compared to lipid-associated particles from culture supernatant [26]. TCID50 were also used to 
compare the infectivity of HEV3 strains on PLC/PRF/5 cells [31]. 
 
In the present work, we first compared several culture conditions of genotype 3 HEV. We observed 
that DMSO-containing media increased the level of production of HEV RNA and allowed the replication 
of genotype 1 HEV strains that could not grow in a DMSO-free medium. We used these culture 
conditions to improve our method of quantification of HEV infectivity.  
 
 
Material and Methods 
 
Reagents 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Medium 199 (M199), William’s medium E (WME; 
32551), fetal bovine serum (FBS), 0.05% trypsin-EDTA containing phenol red, phosphate-buffered 
saline without calcium and magnesium (PBS), type I collagen (A1048301), all purchased from 
ThermoFisher Scientific, Life Technologies SAS (Saint-Aubin, France). The FBS was heat inactivated and 
depleted of exosomes by ultracentrifugation (110,000 g; 14 h; 4°C). Penicillin G (10,000 U/ml), 
streptomycin (10,000 U/ml), and amphotericin B (25 g/ml) were supplied as a 100X mixture (PSA) by 
Bio Whittaker-Lonza (Amboise, France). Bovine serum albumin (BSA), DMSO, were supplied by Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).  
 
HEV strains 
nHEV. We used clinical strains from patients’ stools at the acute phase of the infection: genotype 3f 
strains, named Vil (TLS-09/M0) [16] and a genotype 1 strain (Vic). 
Stools were collected, suspended in 5 mL DMEM, frozen at -20 °C for 24 h, and then centrifuged at 
1200 g for 10 min. The resulting supernatants were passed through a 0.22 mm filter and the HEV RNA 
in the filtrate quantified. Aliquots were frozen at -80°C until use.  
eHEV. The samples of nHEV described above were used to infect PLC/PRF/5 cells (ATCC® CRL-8024™) 
as described below. From day 15 to day 40 post-infection, supernatants centrifuged at 300 g and froze 
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at -80°C in a same bottle. Then, the pool was thawed and concentrated on an Amicon® Ultra Centrifugal 
Filter Unit (100 kD cut-off, Millipore, Molsheim, France). Aliquots were frozen at -80°C until use. 
 
Infection and culture 
HepG2/C3A cells (ATCC® CRL-10741TM) were grown in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated 
FBS and 1% PSA at 37°C in a 5% CO2 humidified atmosphere. Cells for infection were detached with 
trypsin-EDTA and were distributed in 6-well plates (106 cells per well). Two days later, when they were 
confluent, the cells were washed once with PBS.  
Infection was performed using one of the following media, as indicated for each experiment: MCCI 
(47% DMEM, 47% M199, 3% MgCl2 1 M, 2% heat-inactivated FBS, 1% PSA), WED (96% William’s 
medium E, 1% DMSO, 2% heat-inactivated exosome-free FBS, 1% PSA) or DSD (89% DMEM, 2% DMSO, 
1% PSA).  
An aliquot of the virus suspension to be inoculated (diluted in PBS, 0.2% BSA) was added to each well 
and the plates were incubated for one hour at room temperature or 6 hours at 35.5°C. The inoculum 
was then removed, culture medium was added and the plate incubated overnight at 35.5°C in a 5% 
CO2 humidified atmosphere. The cells were then washed five times with PBS and grown in the 
indicated culture medium. Aliquots (1.5 mL) of supernatant were collected every two days and 
replaced with the same volume of fresh culture medium.  
 
HEV RNA quantification   
HEV RNA was extracted from samples (140 µL) using the QiaAmp viral RNA mini kit (Qiagen, 
Courtaboeuf, France) and quantified by RT-PCR of the orf3 gene. This method is accredited ISO 15189 
and has a limit of detection of 50 HEV RNA copies/mL [32]. 
 
Determination of the tissue culture infectious dose 50 (TCID50) 
The TCID50 is defined as the reciprocal of the virus suspension dilution that infects 50% of the culture 
wells. It was determined by an endpoint dilution method and the calculations of Reed and Münch [33]. 
Tenfold dilutions of the virus suspension were used to infect HepG2/C3A cells or the F2 clone in 96-
well plates (105 cells in 300 µL per well) as described above. Each dilution was tested on six replicates 
in each experiment. Half of the supernatant was replaced every two days until day 10, then the cells 
were lyzed in half the supernatant by freezing/thawing the plates. HEV RNA in each well was then 
detected. We identified the lowest dilution factor (10D) for which at least 50% of the replicates were 
infected and the next one, for which less than 50% of the replicates (10d) were infected. We calculated 
the ratio R = (% infected wells for 10-D - 50%)/(% infected wells for 10-D - % infected wells for 10-d) and 
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the TCID50 = 10(D+R). The TCID50/mL was obtained by dividing the TCID50 by the volume (mL) of the 
inoculated dilution. This value was reported to millions of HEV RNA copies per mL. 
 
Statistical analysis 
All statistical analyses were performed with GraphPad Prism 7 software (version 7.03, GraphPad 
Software, La Jolla, USA). The Mann-Whitney test was used to compare quantitative variables. P values 
of <0.05 were considered statistically significant. The overlap of ranges was also considered [34]. 
 
Results 
A. Increased performance of HEV culture  
In order to quantify HEV infectivity, we previously developed an endpoint dilution method followed by 
the calculation of the TCID50 [26]. We wondered whether we could improve the method performance 
by increasing the efficiency of the culture. We inoculated a genotype 3 eHEV sample (VIL, also 
referenced TLS09-M0 strain, 473 HEV RNA copies/cell), either in DMEM plus M199 media containing 
2% FCS and 30 mM MgCl2 (MCCI) [25], or in William’s E medium containing 2% FCS and 1 % DMSO 
(WED) during one hour at 35.5°C [30]. HEV RNA was quantified by RT-PCR in the culture supernatant 
at day 15 post-infection. For HepG2/C3A cells, HEV RNA reached 4.35 [range: 4.09 – 4.91] log HEV RNA 
copies/mL in MCCI versus 6.24 [range: 6.03 – 6.63] in WED (n=9, p<0.001). For the HepG2/C3A 
subclone F2, it was 4.53 [range: 4.23 – 4.95] log HEV RNA copies/mL in MCCI versus 6.61 [range: 6.22 
– 7.08] in WED (n=9, p<0.001) (Figure 1A). This difference was also observed at the intracellular level: 
at the end of the culture on F2 cells at day 36 pi, HEV RNA level in the cell lysate was 7.44 [range: 7.42 
– 7.75] and 9.11 [range: 9.08 – 9.16] log copies of HEV RNA/mL in MCCI and in WED, respectively (Figure 
1B). When compared between the two cell lines, the HEV RNA level was significantly higher on F2 cells 
than on the mother line HepG2/C3A (n=9, p<0.05) (Figure 1A).  
 
Yin et al described that the optimal incubation time of the inoculum in DSD medium was 6 hours [29]. 
Then, we measured HEV RNA level obtained in WED and DSD following a 6-hours incubation time of 
the inoculum, compared to our basal conditions in MCCI with one-hour incubation of the inoculum. 
The VIL eHEV strain (100 HEV RNA copies/cell) was used and HEV RNA quantified in the cell lysate at 
day 10 post-infection. HEV RNA levels in the cell lysate were 4.95 [range: 4.74 – 5.65, n=6], 6.39 [range: 
6.17 – 8.75, n=4] and 8.07 [7.76 and 8.38, n=2] log copies of HEV RNA/mL in MCCI, WED and DSD 
conditions, respectively. The difference between MCCI and WED was significant (p<0.01) without 




These results show that WED, with a one hour or 6-hours inoculation time, or DSD, with a 6-hours 
inoculation time, allowed the increase or HEV RNA production by a factor 100 or more, compared to 









(A). HepG2/C3A (empty symbol) or HepG2/F2 (filled symbol) were seeded on 24-well plates at 4.105 
cells/wells and infected with the same suspension of eHEV (TLS09-M0 strain, genotype 3f), at 475 HEV 
RNA copies/cell, diluted in MCCI (square) or WED (circle) medium, during one hour at 35.5°C. Cells 
were maintained with the same medium. At day 15 post-infection, HEV RNA was quantified in the 
culture supernatant. n=9 in all conditions. The horizontal bars represent medians. *,p<0.05. 
***,p<0.001. 
(B). HepG2/F2 were seeded and infected in the same condition than in (A). At day 36 post-infection, 
cells were washed and lysed by freezing/thawing the plate and HEV RNA quantified in the lysate. The 
horizontal bars represent medians and n=3 in both conditions.  
(C). HepG2/C3A were seeded on 96-well plate at 105 cells/well and infected with the same suspension 
of eHEV (TLS09-M0 strain, genotype 3f), at 100 HEV RNA copies/cell, diluted in MCCI during one hour 
at 35.5°C (circle, n=6), or WED (square, n=4) or DSD (triangle, n=2) medium during 6 hours at 35.5°C. 
Cells were maintained with the same medium. At day 10 post-infection, HEV RNA was quantified in the 
cell lysate. The horizontal bars represent medians. **, p<0.01. 
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B. Impact of culture conditions on TCID50 results. 
Given the better HEV RNA production on the F2 subclone compared to the mother cell line HepG2/C3A 
(Figure 1A and [30]), we compared the results of TCID50 on these two cell lines. The difference was 
not significant (data not shown), but we observed that F2 cells had a greater tendency to take off from 
the bottom of the plate after PBS washes, hampering a good manipulation of the cells. Thus, the 
mother cell line HepG2/C3A was used for the following experiments. 
 
We determined the TCID50 of the genotype 3 VIL strain using WED and DSD media with a 6-hours 
incubation time of the inoculum, and compared the results to those obtained using MCCI with a one-
hour incubation time of the inoculum. Successive ten-fold dilutions of nHEV (stools sample) or eHEV 
(first-passage supernatant culture on PLC/PRF/5) of the VIL strain were inoculated in 6 replicates on 
HepG2/C3A cells. HEV RNA was quantified at day 10 post-infection and TCID50 were calculated using 
the Reed and Munch formula and reported to millions of HEV RNA in the inoculum. 
For nHEV, TCID50 per million of HEV RNA copies was 750.3 [range: 160.8-1334, n=9] in MCCI 
conditions, 5590 [range: 2383-8294, n= 4] in WED and 7200 [Min: 4214– Max: 27060, n=4] in DSD 
conditions.  
For eHEV, TCID50 per million of HEV RNA copies was 5.9 [Min: 1.0 – Max: 30, n=7] in MCCI conditions, 
67 [range: 28-1544, n= 4] in WED and 207 [Min: 97– Max: 875, n=4] in DSD conditions (Figure 2).  
The difference between MCCI and WED or MCCI and DSD, both for nHEV and eHEV, was attested by p 
values <0.05 and by only two values overlapping between MCCI and WED. On the contrary, no 
differences could be evidenced between WED and DSD conditions (p>0.05 and wide overlap of the 
ranges) (Figure 2). 
These results show that, for a same condition, the ranges of nHEV and eHEV values did not overlap, in 









TCID50 per million of HEV RNA copies calculated for nHEV genotype 3f (TLS09-M0 strain, empty 
symbol) and from the first-passage supernatant culture of the same strain on PLC/PRF/5 cells (full 
symbol). Successive ten-fold dilutions of the viral suspensions were used to inoculate HepG2/C3A cells, 
either during 1 hour at room temperature in MCCI medium (hexagon) or during 6 hours at 35.5°C in 
WED (square) or DSD (circle) medium. Cells were maintained in the same medium until day 10. The 





C. Culture and infectivity of a genotype 1 strain 
We used the culture conditions improved for a genotype 3 strain to grow a genotype 1 clinical strain, 
named VIC. The nHEV VIC strain isolated from patient’s stools was inoculated on HepG2/C3A cells, 
either in MCCI for one hour or DSD for 6 hours. In MCCI conditions, the production of HEV RNA in the 
culture supernatant could not be maintained beyond 8 days: HEV RNA reached 4.14 and 5.27 log HEV 
RNA copies/mL for an inoculum at 25 and 50 HEV RNA copies/cell, respectively, and then decreased 
progressively during the following two weeks. In DSD conditions, the levels of HEV RNA quantified in 
the culture supernatant increased from day 2 post-infection and maintained a plateau between 5 and 
6 log copies/mL until the end of the experiment at day 24 post-infection (Figure 3A).  
 
Then, we quantified the infectivity of nHEV (stool sample) of the VIC strain. The TCID50 per million of 
HEV RNA copies obtained from two independent experiments was 18 and 24 in MCCI conditions and 





(A). HepG2/C3A cells were infected with nHEV genotype 1 (VIC) at 25 (circle) or 50 (square) HEV RNA 
copies/cell, in MCCI during one hour (hashed line) or at 15 (circle) or 50 (square) in DSD during 6 hours 
(full line). The graph represents the quantification of HEV RNA in the culture supernatant as a function 
of time (the error bars represent standard deviations).   
(B). TCID50 per million of HEV RNA copies of nHEV genotype 1 (n=2) after inoculation of the viral 
suspensions on HepG2/C3A cells during 1h in MCCI (hexagon) or 6h in DSD (circle) medium and culture 






In this work, we compared several culture conditions of HEV and developed an optimized method to 
quantify the infectivity of HEV samples. This combined an optimized system culture using DMSO-
containing media and a highly sensitive method for quantification of HEV RNA.  
 
Virus infectivity can be estimated based on the physical properties of the particles. In this field, 
transmission electron microscopy is recognized but cannot be used in routine experiments. Flow 
virometry allows the sorting of viral particles based on their main characteristics (size, genome 
content, surface protein content, lipid composition) that can be related to their infectivity but is not 
largely available yet [35]. Culture-based methods have to combine both efficient culture and detection 
systems. The determination of Fluorescence Focus Units (FFU) has been used for HEV [15] but 
supposes to have a good antibody for the detection of infection. Rather, the quantification of HEV RNA 
can be easily standardized and is highly sensitive, allowing to detect as few as 50 copies of HEV RNA 
[32]. An important point is to ensure that the inoculum is eliminated at the quantification time. We 
previously checked that HEV RNA detected on day 4 was not a residue of the input virus when 
performing five PBS washes post-inoculation [30].  
 
In order to optimize the sensitivity of the TCID50 method, we focused on the efficiency of HEV culture. 
Here we show that the WED and DSD media increase intracellular and extracellular HEV RNA 
production. The common point between these two media is that they contain DMSO, which has been 
shown to promote hepatocyte differentiation. DMSO modifies the metabolic activity of the tumor cell 
lines Huh-7 towards a phenotype closer to that of primary hepatocyte, by increasing the level of 
secretion of albumin or alpha-1 antitrypsin ; this allowed to stimulate in vitro replication of the JFH-1 
HCV strain [36]. DMSO also allowed the expression of liver-specific functions in the HepaRG cell line 
isolated from a patient’s liver tumor, and rendered possible its infection by HBV [37]. We previously 
isolated the HepG2/C3A/F2 subclone that get a polarized phenotype in a medium containing 1% 
DMSO, and allowed the growth of both genotype 3 and genotype 1 strains [30]. 
 
We observed that, whatever the culture conditions, the culture supernatant of HEV-infected 
PLC/PRF/5 cells contained ten to hundred less infectious particles per million of HEV RNA copies than 
stool. Such a difference of infectivity was already shown for the culture supernatant of HEV-infected 
HepG2/C3A cells [15,26]. This has been related to distinct entry mechanisms, with different binding 
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kinetics of nHEV and eHEV and the requirement of the endocytic process for eHEV delipidation and 
entry [29]. 
 
Few human clinical isolates of genotype 1 strains have been cultivated (eg Sar-55, 87A, F23) on the 
PLC/PRF/5 or HepG2/C3A hepatoma cell lines [28,38]. Then, most of the results on the life cycle of 
HEV1 have been obtained using the cDNA clone of Sar-55 [39]. Recently, genotype 1 strains have been 
grown on primary cells from decidua or placenta [40] or on induced pluripotent stem cell-derived 
hepatocyte like cells [41] but these are limited by the availability of the cells or need particular skill. 
We show that the production of HEV RNA in HepG2/C3A cultures infected with clinical strains of HEV 
genotype 1 from stool and their TCID50 values can be highly increased by the use of a DMSO-containing 
medium. 
 
Our system will allow the quantification of the infectivity of strains isolated from different biological 
compartments, either in a naked or quasi-enveloped form, and as soon as the first passage in culture. 
We applied it to a urine sample which infectivity could not be evaluated in MCCI but was possible in 
DSD [42]. Also, in our polarized model, this method allowed us quantifying the infectivity of particles 
released to the basolateral side of HepG2/F2 cells grown on inserts, although these ones contained 
low HEV RNA amounts [30]. These optimized methods for HEV propagation and infectivity 












1.  Purdy, M.A.; Harrison, T.J.; Jameel, S.; Meng, X.-J.; Okamoto, H.; Van der Poel, W.H.M.; 
Smith, D.B.; Ictv Report Consortium,  ICTV Virus Taxonomy Profile: Hepeviridae. J. Gen. 
Virol. 2017, 98, 2645–2646. 
2.  Smith, D.B.; Simmonds, P. Classification and Genomic Diversity of Enterically Transmitted 
Hepatitis Viruses. Cold Spring Harb Perspect Med 2018, 8, a031880. 
3.  Meng, X.J.; Purcell, R.H.; Halbur, P.G.; Lehman, J.R.; Webb, D.M.; Tsareva, T.S.; Haynes, 
J.S.; Thacker, B.J.; Emerson, S.U. A novel virus in swine is closely related to the human 
hepatitis E virus. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1997, 94, 9860–9865. 
4.  Takahashi, K.; Kitajima, N.; Abe, N.; Mishiro, S. Complete or near-complete nucleotide 
sequences of hepatitis E virus genome recovered from a wild boar, a deer, and four 
patients who ate the deer. Virology 2004, 330, 501–505. 
5.  Zhao, C.; Ma, Z.; Harrison, T.J.; Feng, R.; Zhang, C.; Qiao, Z.; Fan, J.; Ma, H.; Li, M.; Song, 
A.; et al. A novel genotype of hepatitis E virus prevalent among farmed rabbits in China. 
J. Med. Virol. 2009, 81, 1371–1379. 
6.  Izopet, J.; Dubois, M.; Bertagnoli, S.; Lhomme, S.; Marchandeau, S.; Boucher, S.; Kamar, 
N.; Abravanel, F.; Guérin, J.-L. Hepatitis e virus strains in rabbits and evidence of a closely 
related strain in humans, france. Emerging Infect. Dis. 2012, 18, 1274–1281. 
7.  Gallian, P.; Lhomme, S.; Piquet, Y.; Sauné, K.; Abravanel, F.; Assal, A.; Tiberghien, P.; 
Izopet, J. Hepatitis E virus infections in blood donors, France. Emerging Infect. Dis. 2014, 
20, 1914–1917. 
8.  Aggarwal, R.; Goel, A. Natural History, Clinical Manifestations, and Pathogenesis of 
Hepatitis E Virus Genotype 1 and 2 Infections. Cold Spring Harb Perspect Med 2018, 
a032136. 
9.  Kamar, N.; Izopet, J.; Pavio, N.; Aggarwal, R.; Labrique, A.; Wedemeyer, H.; Dalton, H.R. 
Hepatitis E virus infection. Nat Rev Dis Primers 2017, 3, 17086. 
10.  Kamar, N.; Marion, O.; Abravanel, F.; Izopet, J.; Dalton, H.R. Extrahepatic manifestations 
of hepatitis E virus. Liver Int. 2016, 36, 467–472. 
11.  Lee, G.-H.; Tan, B.-H.; Teo, E.C.-Y.; Lim, S.-G.; Dan, Y.-Y.; Wee, A.; Aw, P.P.K.; Zhu, Y.; 
Hibberd, M.L.; Tan, C.-K.; et al. Chronic Infection With Camelid Hepatitis E Virus in a Liver 
Transplant Recipient Who Regularly Consumes Camel Meat and Milk. Gastroenterology 
2016, 150, 355-357.e3. 
12.  Kamar, N.; Izopet, J.; Tripon, S.; Bismuth, M.; Hillaire, S.; Dumortier, J.; Radenne, S.; Coilly, 
A.; Garrigue, V.; D’Alteroche, L.; et al. Ribavirin for chronic hepatitis E virus infection in 
transplant recipients. N. Engl. J. Med. 2014, 370, 1111–1120. 
13.  European Association for the Study of the Liver. Electronic address: 
easloffice@easloffice.eu; European Association for the Study of the Liver EASL Clinical 
Practice Guidelines on hepatitis E virus infection. J. Hepatol. 2018, 68, 1256–1271. 
14.  Kenney, S.P.; Meng, X.-J. Hepatitis E Virus Genome Structure and Replication Strategy. 
Cold Spring Harb Perspect Med 2018, a031724. 
15.  Shukla, P.; Nguyen, H.T.; Torian, U.; Engle, R.E.; Faulk, K.; Dalton, H.R.; Bendall, R.P.; 
Keane, F.E.; Purcell, R.H.; Emerson, S.U. Cross-species infections of cultured cells by 
hepatitis E virus and discovery of an infectious virus-host recombinant. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A. 2011, 108, 2438–2443. 
135 
 
16.  Lhomme, S.; Abravanel, F.; Dubois, M.; Sandres-Saune, K.; Mansuy, J.-M.; Rostaing, L.; 
Kamar, N.; Izopet, J. Characterization of the polyproline region of the hepatitis E virus in 
immunocompromised patients. J. Virol. 2014, 88, 12017–12025. 
17.  Yin, X.; Ying, D.; Lhomme, S.; Tang, Z.; Walker, C.M.; Xia, N.; Zheng, Z.; Feng, Z. Origin, 
antigenicity, and function of a secreted form of ORF2 in hepatitis E virus infection. Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2018, 115, 4773–4778. 
18.  Montpellier, C.; Wychowski, C.; Sayed, I.M.; Meunier, J.-C.; Saliou, J.-M.; Ankavay, M.; 
Bull, A.; Pillez, A.; Abravanel, F.; Helle, F.; et al. Hepatitis E Virus Lifecycle and 
Identification of 3 Forms of the ORF2 Capsid Protein. Gastroenterology 2018, 154, 211-
223.e8. 
19.  Kannan, H.; Fan, S.; Patel, D.; Bossis, I.; Zhang, Y.-J. The hepatitis E virus open reading 
frame 3 product interacts with microtubules and interferes with their dynamics. J. Virol. 
2009, 83, 6375–6382. 
20.  Emerson, S.U.; Nguyen, H.T.; Torian, U.; Burke, D.; Engle, R.; Purcell, R.H. Release of 
genotype 1 hepatitis E virus from cultured hepatoma and polarized intestinal cells 
depends on open reading frame 3 protein and requires an intact PXXP motif. J. Virol. 
2010, 84, 9059–9069. 
21.  Nagashima, S.; Takahashi, M.; Jirintai ; Tanaka, T.; Yamada, K.; Nishizawa, T.; Okamoto, 
H. A PSAP motif in the ORF3 protein of hepatitis E virus is necessary for virion release 
from infected cells. J. Gen. Virol. 2011, 92, 269–278. 
22.  Ding, Q.; Heller, B.; Capuccino, J.M.V.; Song, B.; Nimgaonkar, I.; Hrebikova, G.; Contreras, 
J.E.; Ploss, A. Hepatitis E virus ORF3 is a functional ion channel required for release of 
infectious particles. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2017, 114, 1147–1152. 
23.  Gouttenoire, J.; Pollán, A.; Abrami, L.; Oechslin, N.; Mauron, J.; Matter, M.; Oppliger, J.; 
Szkolnicka, D.; Dao Thi, V.L.; van der Goot, F.G.; et al. Palmitoylation mediates membrane 
association of hepatitis E virus ORF3 protein and is required for infectious particle 
secretion. PLoS Pathog. 2018, 14, e1007471. 
24.  Feng, Z.; Hirai-Yuki, A.; McKnight, K.L.; Lemon, S.M. Naked Viruses That Aren’t Always 
Naked: Quasi-Enveloped Agents of Acute Hepatitis. Annual Review of Virology 2014, 1, 
539–560. 
25.  Takahashi, M.; Tanaka, T.; Takahashi, H.; Hoshino, Y.; Nagashima, S.; Jirintai; Mizuo, H.; 
Yazaki, Y.; Takagi, T.; Azuma, M.; et al. Hepatitis E Virus (HEV) strains in serum samples 
can replicate efficiently in cultured cells despite the coexistence of HEV antibodies: 
characterization of HEV virions in blood circulation. J. Clin. Microbiol. 2010, 48, 1112–
1125. 
26.  Chapuy-Regaud, S.; Dubois, M.; Plisson-Chastang, C.; Bonnefois, T.; Lhomme, S.; 
Bertrand-Michel, J.; You, B.; Simoneau, S.; Gleizes, P.-E.; Flan, B.; et al. Characterization 
of the lipid envelope of exosome encapsulated HEV particles protected from the immune 
response. Biochimie 2017, 141, 70–79. 
27.  Yin, X.; Li, X.; Feng, Z. Role of Envelopment in the HEV Life Cycle. Viruses 2016, 8, 229. 
28.  Meister, T.L.; Bruening, J.; Todt, D.; Steinmann, E. Cell culture systems for the study of 
hepatitis E virus. Antiviral Res. 2019, 163, 34–49. 
29.  Yin, X.; Ambardekar, C.; Lu, Y.; Feng, Z. Distinct Entry Mechanisms for Nonenveloped and 
Quasi-Enveloped Hepatitis E Viruses. J. Virol. 2016, 90, 4232–4242. 
30.  Capelli, N.; Marion, O.; Dubois, M.; Allart, S.; Bertrand-Michel, J.; Lhomme, S.; Abravanel, 
F.; Izopet, J.; Chapuy-Regaud, S. Vectorial Release of Hepatitis E Virus in Polarized Human 
Hepatocytes. Journal of Virology 2019, 93, e01207-18. 
136 
 
31.  Schemmerer, M.; Johne, R.; Erl, M.; Jilg, W.; Wenzel, J.J. Isolation of Subtype 3c, 3e and 
3f-Like Hepatitis E Virus Strains Stably Replicating to High Viral Loads in an Optimized Cell 
Culture System. Viruses 2019, 11. 
32.  Abravanel, F.; Sandres-Saune, K.; Lhomme, S.; Dubois, M.; Mansuy, J.-M.; Izopet, J. 
Genotype 3 diversity and quantification of hepatitis E virus RNA. J. Clin. Microbiol. 2012, 
50, 897–902. 
33.  Reed, L.J.; Muench, H. A Simple Method of Estimating Fifty Per Cent Endpoints,. Am. J. 
Epidemiol. 1938, 27, 493–497. 
34.  Halsey, L.G. The reign of the p-value is over: what alternative analyses could we employ 
to fill the power vacuum? Biology Letters 2019, 15, 20190174. 
35.  Zamora, J.L.R.; Aguilar, H.C. Flow virometry as a tool to study viruses. Methods 2018, 
134–135, 87–97. 
36.  Sainz, B.; Chisari, F.V. Production of Infectious Hepatitis C Virus by Well-Differentiated, 
Growth-Arrested Human Hepatoma-Derived Cells. J Virol 2006, 80, 10253–10257. 
37.  Gripon, P.; Rumin, S.; Urban, S.; Seyec, J.L.; Glaise, D.; Cannie, I.; Guyomard, C.; Lucas, J.; 
Trepo, C.; Guguen-Guillouzo, C. Infection of a human hepatoma cell line by hepatitis B 
virus. PNAS 2002, 99, 15655–15660. 
38.  Emerson, S.U.; Arankalle, V.A.; Purcell, R.H. Thermal stability of hepatitis E virus. J. Infect. 
Dis. 2005, 192, 930–933. 
39.  Emerson, S.U.; Zhang, M.; Meng, X.J.; Nguyen, H.; St Claire, M.; Govindarajan, S.; Huang, 
Y.K.; Purcell, R.H. Recombinant hepatitis E virus genomes infectious for primates: 
importance of capping and discovery of a cis-reactive element. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 2001, 98, 15270–15275. 
40.  Gouilly, J.; Chen, Q.; Siewiera, J.; Cartron, G.; Levy, C.; Dubois, M.; Al-Daccak, R.; Izopet, 
J.; Jabrane-Ferrat, N.; Costa, H.E. Genotype specific pathogenicity of hepatitis E virus at 
the human maternal-fetal interface. Nature Communications 2018, 9, 4748. 
41.  Wu, X.; Dao Thi, V.L.; Liu, P.; Takacs, C.N.; Xiang, K.; Andrus, L.; Gouttenoire, J.; 
Moradpour, D.; Rice, C.M. Pan-Genotype Hepatitis E Virus Replication in Stem Cell–
Derived Hepatocellular Systems. Gastroenterology 2018, 154, 663-674.e7. 
42.  Marion, O.; Capelli, N.; Lhomme, S.; Dubois, M.; Pucelle, M.; Abravanel, F.; Kamar, N.; 
Izopet, J. Hepatitis E virus genotype 3 and capsid protein in the blood and urine of 





Publication n°3 : Hepatitis E virus genotype 3 and capsid protein in 
the blood and urine of immunocompromised patients. 
 
Marion Olivier, Capelli Nicolas, Lhomme Sébastien, Dubois Martine, Pucelle Mélanie, 
Abravanel Florence, Kamar Nassim and Izopet Jacques. 
The Journal of Infection, 2019, Volume 78, Issue 3 p 232-240. 
 
Le virus de l’hépatite E est un agent majeur d’hépatite aiguë dans le monde. Pour les 
génotypes 3 et 4 du HEV, l’infection peut évoluer vers une hépatite chronique chez les 
patients immunodéprimés, notamment les patients transplantés d’organes solides. Les 
hépatocytes infectés sécrètent une forme glycosylée de la protéine de capside ORF2 
(ORF2g) dans le surnageant de culture ou dans le sérum des patients infectées (120, 
121).  
Bien que le foie soit le site principal de réplication du HEV, l’ARN HEV et l’antigène 
ORF2g ont été détectés dans des sites extra-hépatiques comme l’intestin, le système 
nerveux central et les reins dans des modèles animaux (Geng et al., 2016; Sayed et 
al., 2019; Shi et al., 2016; Soomro et al., 2016). Les sujets atteints d'une infection aiguë 
et chronique du génotype 4 excrètent de l’ARN HEV et de l’antigène ORF2g dans 
l’urine (Geng et al., 2016). La présence d’ARN HEV n’a jamais été évaluée chez les 
patients infectés par le génotype 3 du HEV. De plus, la forme des particules virales 
libérées dans les urines est inconnue et leur infectiosité n’a jamais été quantifiée.  
Le but de cette étude a été de déterminer si l’urine des patients infectés par le HEV de 
génotype 3 contenait de l’ARN HEV et de l’antigène ORF2g mais aussi de déterminer 
les caractéristiques des particules virales associées à l’ARN HEV. 
Vingt-quatre patients transplantés d’organes solides et infectés par le HEV à la phase 
aiguë ont été inclus dans l’étude. L’ARN HEV a été détecté chez douze d’entre eux 
(50%) et parmi ces 12 patients, l’antigène ORF2g a été détecté dans les urines de 11 
patients. La présence d’ARN HEV ou de l’antigène ORF2g n’a pas été associée à une 
insuffisance rénale ou à une protéinurie. Enfin, suite à la diminution de la posologie de 
la thérapie immunosuppressive, la concentration d’ORF2g dans le sérum des patients 
immunodéprimés, dont l’infection a évolué vers la chronicité, était supérieure à celle 
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des patients dont l’infection a été spontanément résolutive. ORF2g pourrait être donc 
un marqueur biologique précoce d’évolution vers la chronicité chez les patients 
immunodéprimés, transplantés d’organe solide et infectés par le HEV. 
Nous avons pu recueillir les selles, l’urine et le sang d’un patient infecté par le HEV à 
la phase aiguë de l’infection. Nous avons employé les conditions DSD (publication n°2) 
pour cultiver les selles de ce patient sur la lignée HepG2/C3A. La densité des 
particules virales issues des urines est de 1,11 ce qui correspond à la densité des 
particules virales associées aux lipides. L’infectiosité des particules virales des selles, 
du surnageant de culture au premier passage de ces selles, du plasma et des urines 
a été quantifiée avec les conditions DSD (publication n°2). Comme décrit dans la 
littérature (Chapuy-Regaud et al., 2017), les selles de ce patient sont plus infectieuses 
que le surnageant de culture ou le plasma. D’autre part, nous retrouvons des particules 
virales infectieuses dans les urines de ce patient. L’infectiosité de ces particules virales 
est similaire à celle des particules présentes dans le plasma et pourrait contribuer à 





























Au cours de nos travaux, nous avons montré que les particules HEV infectieuses sont 
libérées préférentiellement au pôle apical des hépatocytes polarisés en culture. Les 
particules virales apicales et basolatérales sont retrouvées sous une forme associée 
aux lipides mais avec une densité différente. L’utilisation du DMSO dans le milieu de 
culture contribue à la fois à établir la polarisation des hépatocytes et à faciliter la 
propagation du HEV en culture. Nous avons ainsi pu propager l’infection in vitro à partir 
de souches jusqu’à présent difficilement cultivables et à augmenter la performance de 
la technique de TCID50 mise en œuvre au laboratoire. Cette méthode optimisée nous 
a permis de comparer l’infectiosité des particules virales dans différents compartiments 
biologiques et de trouver des particules virales infectieuses dans les urines d’un 
patient. 
 
Entrée et bourgeonnement du virus de l’hépatite E dans une cellule 
polarisée. 
Les particules nues (nHEV) ou quasi-enveloppées (eHEV) infectent le côté 
basolatéral de l’hépatocyte 
Quel que soit le génotype, le HEV peut se transmettre par voie orale, soit par la 
consommation d’eau contaminée, soit par la consommation d’aliments infectés, 
comme la viande de porc crue ou mal cuite (Kamar et al., 2017). Suite à l’ingestion 
des particules virales, le virus doit franchir ou infecter la barrière gastro-intestinale pour 
atteindre le foie par la veine porte. 
Récemment, les travaux de notre équipe ont montré que le HEV peut infecter le tractus 
digestif des patients (Marion et al., 2019b). Dans des explants d’entérocytes de 
patients infectés par le HEV, les particules virales sortent sous une forme quasi-
enveloppée des deux pôles des entérocytes. Bien que ces particules HEV soient 
libérées préférentiellement au pôle apical, la faible proportion qui sort sous forme 
quasi-enveloppée au pôle basolatéral pourrait transiter par la veine porte et atteindre 




Les particules HEV, libérées au pôle apical et basolatéral des hépatocytes, 
sont associées aux lipides mais ont des caractéristiques différentes 
Quel que soit le génotype, les particules HEV sont isolées avec les exosomes aux 
deux pôles des hépatocytes. Le traitement de ces particules avec un détergent donne 
des particules ayant une densité similaire à celle observée dans les selles des patients. 
Ce résultat montre que, dans notre système, les particules virales sortent sous une 
forme associée aux lipides aux deux pôles des hépatocytes polarisés. 
Nous avons montré que les particules HEV libérées au pôle apical ou au pôle 
basolatéral présentent une différence de densité. Ces résultats suggèrent que des 
sous-populations de particules virales ayant des caractéristiques différentes sont 
libérées à chaque pôle. Le HEV pourrait mettre à profit des mécanismes cellulaires 
pour sa libération vers un pôle ou l’autre des hépatocytes. 
Une libération polarisée des exosomes a été décrite pour les cellules MDCK et les 
organoïdes dérivés de carcinome de colon. Les exosomes libérés au pôle apical et 
basolatéral de ces systèmes sont isolés dans des fractions de densité proches et ont 
des compositions protéiques différentes (Chen et al., 2016; Tauro et al., 2013). 
Les différences de densité observées pourraient être dues à une composition lipidique 
différente entre ces deux populations de particules virales. Des travaux ont montré que 
les particules virales co-isolées avec les exosomes sont enrichies en cholestérol, 
phosphatidylcholine et phosphatidylsérine ainsi qu’en céramides par rapport à la 
cellule mère (Chapuy-Regaud et al., 2017). Le cholestérol est enrichi au niveau de 
micro-domaines, les radeaux lipidiques, qui sont retrouvés dans les exosomes 
(Wubbolts et al., 2003; Skotland et al., 2017). Le cholestérol pourrait être un lipide 
important dans la morphogénèse du HEV et contribuer aux différences de densités 
observées. 
Le eHEV peut être partiellement immunocapturé avec des anticorps dirigés EpCAM 
(Nagashima et al., 2017). EpCAM est enrichi dans les exosomes apicaux de carcinome 
du colon (Tauro et al., 2013). La protéine de capside virale colocalise avec la protéine 
DPP4 au pôle apical des hépatocytes. DPP4 est un marqueur protéique de surface 
retrouvé dans les populations d’exosomes libérées au pôle apical de différents 
systèmes de cellules polarisées comme les entérocytes, le colon, la rétine (Van Niel 
et al., 2001; Tauro et al., 2013) ou in vivo dans l’urine ou la salive (Ogawa et al., 2008; 
Conde-Vancells et al., 2010; Kumeda et al., 2017). DPP4 est aussi retrouvée à la 
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surface de la quasi-enveloppe du HAV (McKnight et al., 2017). EpCAM et DPP4 
pourraient se retrouver à la surface des particules du eHEV libérées au pôle apical des 
hépatocytes. 
 
Le eHEV est majoritairement libéré au pôle apical 
D’autres virus à transmission fécale orale ou respiratoire sont libérés au pôle 
apical des cellules épithéliales polarisées  
Le tractus gastro-intestinal est le site d’infection primaire des virus du genre entérovirus 
et du rotavirus (Tapparel et al., 2013). L’infection, par les cocksakievirus, d’explants 
de cellules intestinales humaines polarisées en culture, a montré que les particules 
virales sont libérées préférentiellement au pôle apical, mais aussi en faible proportion 
au pôle basolatéral (Villenave et al., 2017). La libération préférentiellement apicale des 
cocksakievirus et du rotavirus leur permettrait de se répandre dans l’environnement 
pour infecter un autre hôte. Le HEV peut lui aussi infecter l’intestin et être libéré au 
pôle apical des entérocytes, ce qui contribuerait à répandre l’infection dans 
l’environnement (Marion et al., 2019b).  
Au contraire, l’infection et la libération de l’ARN viral se font préférentiellement au pôle 
basolatéral des hépatocytes pour le virus de l’hépatite B et C. Cette libération 
basolatérale des particules virales est cohérente avec la physiopathologie de ces 
infections à transmission sexuelle ou sanguine (Belouzard et al., 2017; Bhat et al., 
2011). L’enveloppe des virus des hépatites B et C est nécessaire à l’infectiosité de ces 
virus, les particules virales du HBV et du HCV atteignant l’arbre biliaire seraient donc 
inactivées grâce à l’action détergente des sels bilaires (Aghaie et al., 2008). 
Sur cellules MDCK polarisées, la galectine 3 est enrichie dans le surnageant de culture 
apical. La galectine 3 interagit avec TSG101 via son motif PSAP pour bourgeonner 
dans les vésicules intraluminales et être libérée dans les exosomes lors de la fusion 
du corps mutivésiculaire à la membrane plasmique (Bänfer et al., 2018). L’interaction 
de ORF3 à TSG101 pourrait intervenir dans la libération des particules virales quasi-
enveloppées vers le pôle apical des hépatocytes. Sur des cellules non-polarisées, 
l’inhibition de l’expression de TSG101 inhibe la libération de l’ARN HEV en culture 
(Nagashima et al., 2011a). Cependant, une faible proportion d’ARN viral est libérée 
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dans le surnageant et pourrait provenir d’un mécanisme de libération indépendant de 
TSG101. 
La quasi-enveloppe du HAV et du HEV n’est pas nécessaire à leur infectiosité 
(Takahashi et al., 2010; Feng et al., 2013; Chapuy-Regaud et al., 2017), la libération 
préférentiellement apicale depuis les hépatocytes permettrait aux particules virales du 
HAV de perdre leur quasi-enveloppe sous l’action détergente des acides biliaires pour 
donner la forme nue retrouvée dans les selles des patients et se répandre dans 
l’environnement (Okamoto, 2013). La proportion de particules virales du HAV libérée 
au pôle apical est variable selon les études et pourrait dépendre de la souche virale 
utilisée (Snooks et al., 2008; Hirai-Yuki et al., 2016).  
Les particules virales du HEV peuvent aussi infecter notre système d’hépatocytes sous 
forme nue ou quasi-enveloppée au pôle apical des cellules F2 sur insert-semi 
perméable de collagène (données non publiées). Dans l’arbre biliaire, les particules 
virales du HEV pourraient infecter d’autres hépatocytes sous forme nue ou quasi-
enveloppée. L’immunohistochimie de coupe de foie a révélé la présence de la protéine 
ORF2 et ORF3 dans les cholangiocytes des canalicules biliaires (Beer et al., 2019). Il 
a été décrit que les exosomes permettent la communication des hépatocytes vers les 
cholangiocytes de l’arbre biliaire (Masyuk et al., 2010). Bien que la permissivité des 
cholangiocytes au HEV n’ait jamais été testée, les particules HEV libérées au pôle 
apical des hépatocytes pourraient infecter ces cholangiocytes. 
Enfin, dans la bile, l’action détergente des sels biliaires pourrait extraire la quasi-
enveloppe du HEV pour donner la forme nue retrouvée dans les selles des patients. 
Bien que nous ne retrouvions pas de particules virales nues dans le surnageant de 
culture, les concentrations en acides biliaires pourraient être trop faibles dans le 
surnageant de culture apical de notre système pour altérer l’enveloppe du eHEV (Fu 
et al., 2019). 
La libération apicale et basolatérale n’implique pas la transcytose 
Nous avons montré que le passage du HEV à travers notre système de culture, du 
côté basolatéral vers le côté apical, est trop faible pour expliquer les concentrations de 
particules virales de chaque côté du système de culture. Des résultats similaires ont 
été obtenus pour le passage du côté apical vers le côté basolatéral (données non-
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publiées). Ceci indique que la libération des particules virales fait intervenir un 
mécanisme direct de libération à chaque pôle. 
Il a été montré que les IgA dirigées contre le HAV peuvent transporter les particules 
virales du pôle basolatéral vers le pôle apical en passant à travers la cellule par 
transcytose, ce mécanisme d’action permet aux particules HAV d’atteindre la voie 
biliaire (Counihan and Anderson, 2016). Cependant, il n’y a pas d’IgA dirigées contre 
le HEV dans notre système. Nous ne pouvons pas exclure qu’un mécanisme similaire 
intervienne in vivo permettant aux particules virales du HEV d’atteindre le pôle apical.  
 
Le trafic vers le pôle apical pourrait impliquer Rab27a 
Il a été montré que SLP2-a permet l’adressage des corps mutivésiculaires à la 
membrane plasmique grâce à son interaction avec Rab27a (Gálvez-Santisteban et al., 
2012) et sa liaison au PI(4,5)P2 (Yu et al., 2007). Dans les cellules polarisées, le 
PI(4,5)P2 est enrichi au niveau de la membrane apicale et Rab27a permet la fusion 
des MVB à la membrane plasmique apicale (Gálvez-Santisteban et al., 2012; Kuroda 
and Fukuda, 2004; Yu et al., 2007). L’adressage et la fusion de ces MVB sont contrôlés 
par SLP4-a en conjonction avec Rab3, Rab8, Rab27a et la protéine d’ancrage 
Syntaxin 3. 
Dans notre système, la protéine de capside ORF2 colocalise avec Rab27a au pôle 
apical des hépatocytes ce qui suggère que le HEV bourgeonne dans les MVB pris en 
charge par Rab27a et destinés à fusionner à la membrane plasmique apicale. Dans 
un système de culture d’hépatocytes non polarisés, Rab27a colocalise avec la protéine 
ORF2 et l’inhibition de Rab27a par des siRNA diminue la sécrétion d’ARN HEV de plus 
de 80% (Nagashima et al., 2014a). Cela appuie l’hypothèse de la libération vectorielle 
du HEV dépendante de Rab27a. Les mécanismes de bourgeonnement sur cellules 
non polarisées pourraient être différents de ceux mises en œuvre dans des cellules 
polarisées, cette hypothèse devra donc être vérifiée sur un modèle de culture virale 
polarisée. D’autre part, le rôle de Rab27a dans la libération des particules virales au 
pôle basolatéral ne peut être exclu. 
Rab27a permet de transport des protéines d’enveloppe du virus para-influenza humain 
à la membrane plasmique (Ohta et al., 2018). Le virus des oreillons infecte les cellules 
respiratoires par les deux pôles cellulaires et sa libération est préférentiellement 
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apicale. La libération apicale du virus des oreillons dépend de la Rab GTPase Rab11 
(Katoh et al., 2015). De la même façon, Rab11 pourrait être impliquée dans la libération 
apicale du HEV.  
 
La faible proportion de eHEV libérée au pôle basolatéral pourrait répandre 
l’infection chez l’hôte 
Certains virus à libération basolatérale peuvent se propager chez l’hôte 
Les particules virales libérées en faible proportion au pôle basolatéral contribuerait à 
répandre l’infection chez l’hôte dans un site secondaire d’infection et provoquerait la 
virémie et les syndromes extra-intestinaux observés chez les patients infectées par 
des entérovirus ou les souris infectées par le rotavirus (Tapparel et al., 2013; Crawford 
et al., 2006).  
Bien que le bourgeonnement des coronavirus, comme le SRAS-coronavirus, soit 
préférentiellement apical, le MERS-CoV bourgeonne aux deux pôles des cellules 
respiratoires (Sims et al., 2008; Tao et al., 2013). Le MERS-CoV est plus pathogène 
que le SRAS-CoV et peut provoquer des syndromes extra-respiratoires comme des 
défaillances rénales aiguës (Gralinski and Baric, 2015). Il a été montré que le MERS-
CoV se réplique efficacement sur des cellules rénales primaires humaines (Eckerle et 
al., 2013). Le bourgeonnement basolatéral du MERS-CoV couplé à sa capacité à 
infecter des sites extra-respiratoires pourrait contribuer à la physiopathologie de 
l’infection et aux syndromes extra-respiratoires.  
La faible proportion de particules virales du HEV libérées dans le sang pourrait 
répandre l’infection chez l’hôte et provoquer des syndromes extra-hépatiques 
(Bazerbachi et al., 2016; Kamar et al., 2016). L’infection par le HEV a été démontrée 
à l’interface materno-fœtale et serait responsable des complications obstétricales 
pendant la grossesse pour le génotype 1 du HEV (Gouilly et al., 2018). 
Des études sur des gerbilles infectées par le génotype 4 du HEV ont montré que les 
particules virales peuvent franchir la barrière hémato-encéphalique et se répliquer 
dans le système nerveux central (Shi et al., 2016). L’ARN HEV a été retrouvé 
simultanément dans le sérum et le liquide céphalo-rachidien d’un patient infecté par le 
HEV ayant développé des manifestations neurologiques. L’analyse des séquences du 
HEV a révélé une compartimentation des variants de la quasi-espèce entre le sérum 
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et le liquide céphalorachidien ce qui suggère l’émergence d’un variant neurotropique 
(Kamar et al., 2010). Des travaux restent à entreprendre pour déterminer si les 
atteintes neurologiques sont dues à une réplication virale dans des cellules du système 
nerveux ou à d’autres facteurs comme la réponse immune de l’hôte (Abravanel et al., 
2018). 
 
Le trafic au pôle basolatéral pourrait faire intervenir ALIX et AP-1b 
La souche HM175A.2 du HAV est libérée préférentiellement du côté basolatéral sur 
un modèle d’hépatocytes polarisés en culture (Snooks et al., 2008). La morphogénèse 
des particules du HAV dépend d’ALIX et de VPS4a mais elle est indépendante de 
TSG101 et de HRS (Feng et al., 2013). ALIX pourrait donc être un acteur clé dans le 
bourgeonnement intraluminal du HAV et la libération vectorielle des particules du HAV. 
L’interaction entre ALIX et les protéines ORF2 et ORF3 du HEV n’a pas été explorée. 
Pour le HIV, le bourgeonnement des particules virales peut se faire par l’intermédiaire 
de TSG101, d’ALIX ou via l’ubiquitination par la ligase NEDD4L (Chung et al., 2008). 
Le rôle de l’ubiquitinylation dans le bourgeonnement du HEV reste à explorer. 
 
L’axe PI(3,4,5)P3/AP-1b/Syntaxin4 pourrait être responsable de la libération 
basolatérale du HEV. La protéine adaptatrice à la clathrine AP-1b est impliquée dans 
le recyclage du récepteur à la transferrine et du récepteur aux LDL au pôle basolatéral 
par la voie d’exocytose (Gan et al., 2002). La protéine AP-1b a la propriété de se fixer 
au PI(3,4,5)P3 des endosomes et de la membrane plasmique basolatérale (Fields et 
al., 2010). Il a été montré sur cellules MDCK que AP-1b permet l’ancrage des 
endosomes de recyclage à la membrane basolatérale enrichie en PI(3,4,5)P3 via sa 
liaison avec la syntaxine 4 (Fields et al., 2007; Thompson et al., 2007; Fields et al., 
2010). Le virus de l’hépatite C est libéré préférentiellement au pôle basolatéral dans 
un système d’hépatocytes polarisés en culture (Belouzard et al., 2017). Dans des 
études sur des systèmes de culture non-polarisés, il a été montré qu’AP-1b est 
nécessaire pour la libération des particules infectieuses du HCV (Benedicto et al., 
2015; Xiao et al., 2018). D’une façon similaire, le HEV pourrait utiliser cette voie pour 
sa libération du coté basolatéral. 
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D’autre part, le PI(3,4,5)P3 est enrichi à la membrane externe des endosomes de 
recyclage destinés à fusionner à la membrane basolatérale (Fields et al., 2010) alors 
que le PI(3,4)P2 est lui enrichi dans celles des endosomes destinés à fusionner au 
pôle apical (Román-Fernández et al., 2018). Cette différence de composition en 
phosphoinositides entre les MVB apicaux et basolatéraux pourrait conduire au 
recrutement de protéines de transport différentes. 
 
Sécrétion de la forme glycosylée de la protéine ORF2 
Une forme glycosylée d’ORF2 est retrouvée dans le sérum des patients. Cette forme 
sécrétée d’ORF2 n’intervient pas dans l’assemblage des particules virales et elle est 
sécrétée rapidement par la voie de sécrétion classique (Montpellier et al., 2018).  
La protéine ORF2g possède un peptide signal et elle est libérée à des concentrations 
similaires aux deux pôles de notre système d’hépatocytes polarisés en culture, ce qui 
montre que ORF2g emprunte la voie de sécrétion classique et que sa libération n’est 
pas vectorielle. ORF2g elle est également trouvée dans les selles et le plasma de 
souris humanisées infectées par le HEV et pourrait servir de marqueur d’une infection 
active (Sayed et al., 2019). 
ORF2g ne rentre pas en compétition avec le récepteur du eHEV ou du nHEV et 
n’influence donc pas l’infectiosité (Yin et al., 2018). Cette forme glycosylée d’ORF2 
pourrait servir de leurre immunitaire pendant l’infection, cependant le rôle d’ORF2 dans 
la physiopathologie de l’infection par le HEV reste à déterminer. 
 
Entretien de l’infection entre le l’intestin et le foie infecté 
Nous pouvons formuler l’hypothèse que l’infection par le HEV est entretenue entre 
deux sites de réplication : le foie et l’intestin. Le site primaire d’infection serait l’intestin. 
Depuis ce site, des particules libérées au pôle basolatéral infecteraient les hépatocytes 
(Marion et al., 2019b). Les hépatocytes infectés libéreraient alors des particules virales 
au pôle apical, qui se répandraient dans l’arbre biliaire et rejoindraient le duodénum 
sous forme infectieuse. Elles infecteraient de nouvelles cellules intestinales qui, à leur 
tour, libéreraient du eHEV au pôle basolatéral pour infecter le foie. (Figure 23) 
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Les particules nues retrouvées dans les selles des patients proviendraient donc à la 
fois des des entérocytes et des hépatocytes. Le eHEV libéré au pôle apical perdrait 
son enveloppe sous l’action des sucs digestifs au cours de son transit dans le circuit 
intestinal.  
Chez un patient ayant développé une infection chronique, une diminution de la virémie 
après l’initiation d’un traitement par la ribavirine, est un facteur prédictif d’une réponse 
virologique soutenue (Kamar et al., 2015). Cependant, la détection de l’ARN HEV dans 
les selles des patients malgré l’absence de virémie est un facteur prédictif de rechute 
chez les patients immunodéprimés (Abravanel et al., 2015). Chez un patient infecté 
chroniquement par le HEV, le traitement par la ribavirine inhiberait préférentiellement 
la libération de l’ARN HEV au pôle basolatéral comparativement au pôle apical (Marion 
et al., 2019b). Les particules virales encore libérées au pôle apical sous traitement 
antiviral expliqueraient que l’on retrouve encore de l’ARN HEV dans les selles des 
patients en l’absence de virémie. La surveillance de l'excrétion fécale de l’ARN HEV 
aide ainsi à déterminer la durée optimale du traitement à la ribavirine et a été 
recommandée pour la prise en charge des infections chroniques du HEV chez les 





Effet des milieux contenant du DMSO sur la propagation du HEV 
en culture. 
Effet des milieux contenant du DMSO sur la propagation des souches 
cliniques du HEV. 
Depuis la découverte du HEV dans les années 1980, la faible capacité des souches 
cliniques à se propager en culture a été un frein pour étudier la physiopathologie de 
l’hépatite E et pour le développement de nouvelles cibles thérapeutiques. L’une des 
premières méthodes pour propager l’infection par le HEV in vitro est celle de l’équipe 
de Tanaka et al (Takahashi et al., 2012; Tanaka et al., 2007). Elle consiste à incuber 
l’inoculum 1 H à température ambiante dans un milieu appauvri en sérum (MCCI) sur 
des cellules PLC/PRF/5 ou A549. La quantité d’ARN viral obtenu est faible avec cette 
méthode. L’équipe de Xin et al. a réalisé une incubation de l’inoculum de 6h à 34,5°C 
dans un milieu contenant du DMSO (DSD) sur cellules HepG2/C3A. Dans ces 
conditions, les auteurs ont montré que l’augmentation de la durée d’incubation de 
l’inoculum améliore l’entrée des particules virales dans les cellules hôte jusqu’à 
atteindre un plateau à 2 H pour les particules nues et 6 H pour les particules virales 
quasi-enveloppées (Yin et al., 2016). Suite à des travaux sur le bourgeonnement des 
particules virales du HEV, nous avons adopté un milieu contenant du DMSO (WED) 
avec une incubation à 35,5°C pendant 6 H pour propager l’infection. 
Les différents paramètres de culture ont été modifiés simultanément au laboratoire ce 
qui rend leur analyse difficile. Néanmoins, le paramètre qui nous semble le plus 
critiques pour la propagation de l’infection en culture est la présence de DMSO dans 
le milieu de culture.  
Le DMSO est un solvant aprotique, polaire et amphiphile. Il sert de véhicule à de 
nombreux composés utilisées pour un usage pharmaceutique ou scientifique et il est 
utilisé pour la cryoconservation cellulaire (Brayton, 1986). Le DMSO tend à rapprocher 
les modèles d’hépatocarcinomes humains d’un phénotype plus proche des conditions 
physiologiques (Aninat et al., 2006; Nikolaou et al., 2016). Dans ces modèles, le DMSO 
stimule de nombreuses voies métaboliques. Il induit le stress du réticulum 
endoplasmique, l’autophagie, le métabolisme lipidique ou glucidique, la polarisation 
cellulaire et l’activité enzymatique (Snooks et al., 2008; Song et al., 2012; Liu et al., 
2015; Nikolaou et al., 2016). Le DMSO augmente aussi le titre viral dans le surnageant 
de culture de cellules infectées par le virus de la grippe et des hépatites virales B ou 
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C (Sainz and Chisari, 2006; Qiao et al., 2018). Nous avons montré que le DMSO 
modifie le phénotype de la lignée HepG2/C3A/F2 vers un phénotype plus 
physiologique, il semble que ce phénotype soit plus adapté à la propagation du HEV 
en culture. L’ajout d’hydrocortisone avec du DMSO dans le milieu de culture stimule la 
réplication du HBV in vitro et pourrait être testé pour stimuler la réplication du HEV 
(Qiao et al., 2018). Schemmerer et al. ont aussi montré que l’amphotéricine B et des 
composés minéraux comme le MgCl2, CaCl2 et le K2SO4 peuvent stimuler la production 
d’ARN HEV et pourraient être employés pour stimuler la propagation du HEV et 
améliorer notre technique de culture (Schemmerer et al., 2019). 
 
Amélioration de la méthode de quantification de l’infectiosité des 
particules virales grâce à ces nouveaux milieux. 
Nous avons comparé l’influence des différents milieux de culture : MCCI, DSD et WED 
sur la TCID50 obtenue avec du virus nu ou quasi-enveloppé provenant d’un premier 
passage sur PLC/PRF/5 ou HepG2/C3A. Pour une même souche virale, les milieux 
WED et DSD augmentent les valeurs de TCID50/million de copies d’ARN HEV 
obtenues. L’effet du DMSO sur la culture du HEV contribue très probablement à 
augmenter la performance de la méthode de quantification de l’infectiosité développée 
au laboratoire. 
La souche issue des selles de génotype 1 est moins infectieuse en culture que celles 
de génotype 3 ce qui suggère que la dose minimale infectante est plus élevée pour le 
génotype 1. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure que notre système de culture 
ne soit pas optimisé pour le génotype 1 du HEV, ce génotype pourrait se propager plus 
efficacement dans d’autres milieux d’infection (Schemmerer et al., 2016), dans 
d’autres systèmes hépatocellulaires (Wu et al., 2018) ou dans d’autres modèles 
cellulaires (Emerson et al., 2010; Gouilly et al., 2018). D’autre part, nous disposons 
d’un nombre restreint de données sur les différentes souches du HEV, ces résultats 




Quantification de l’infectiosité des particules virales du HEV dans 
différents compartiments biologiques. 
Notre technique a permis de mesurer l’infectiosité des particules virales des selles, du 
plasma et de l’urine issue d’un même patient infecté par le HEV de génotype 3 (Marion 
et al., 2019d). De l’ARN HEV a été détecté dans l’urine d’un patient infecté par le 
génotype 4 du HEV et chez deux singes infectés expérimentalement par ingestion des 
selles de patient contenant du HEV de génotype 1 ou 4 (Geng et al., 2016; Huang et 
al., 2016b). L’inoculation intraveineuse de l’urine d’un patient infecté par le génotype 4 
du HEV et ayant de l’ARN viral dans les urines a permis de transmettre l’infection à un 
singe, ce qui montre qu’il y a des particules infectieuses dans l’urine (Geng et al., 
2016). Les particules virales du HEV sont libérées sous forme quasi-enveloppée dans 
le sang et dans les urines des patients infectées. Nous retrouvons une différence de 
densité entre les particules du sang (1,09) et des urines (1,12) similaires à celle 
retrouvée entre le surnageant basolatéral (1,08) et apicale (1,10) de notre système 
d’hépatocytes polarisés en culture, ce qui suggère que les populations de particules 
virales du sang et des urines ont des composition protéiques et lipidiques différentes. 
Nous avons montré que la fonction rénale n’est pas altérée chez les patients excrétant 
de l’ARN viral dans les urines. Les particules virales étant trop volumineuses pour 
traverser les glomérules rénaux, elles proviendraient de la réplication du HEV dans les 
cellules tubulaires rénales.  
La réplication du HEV de génotype 4 a été montré dans les reins de singes et de 
gerbilles infectés respectivement par voie sanguine ou intrapéritonéale (Geng et al., 
2016; Soomro et al., 2016). Par conséquent, nous pouvons émettre l’hypothèse d’un 
réservoir rénal. Des particules virales quasi-enveloppées infectieuses seraient libérées 
dans l’urine et pourraient contribuer à répandre le HEV dans l’environnement. 
Pour conclure ce travail, nous proposons dans la Figure 23 un modèle de 





Figure 23 : Modèle de dissémination des particules du virus de l’hépatite E dans le 
système digestif et dans la circulation systémique de l’hôte. 
La forme nue (nHEV) du virus de l’hépatite E va pénétrer son hôte par voie orale (1). Ces 
particules vont infecter l’intestin (2) les cellules intestinales infectées libèrent du virus quasi-
enveloppé (eHEV) dans la veine porte (3), ces particules virales vont atteindrent le foie (4). 
Les particules virales produites dans les hépatocytes sont libérées sous-forme quasi-
enveloppée par la voie d’exocytose mais majoritairement du côté orienté vers les canalicules 
biliaires (5a). Une faible proportion du eHEV est libérée du côté basolatéral dans les 
sinusoïdes hépatiques (5b). Le eHEV libéré du côté apical des hépatocytes et des entérocytes 
va perdre ses lipides sous l’action détergente des sels biliaires (6a), entretenir l’infection en 
infectant des entérocytes et donner le nHEV retrouvé dans les selles (7a). Le eHEV libéré du 
côté basolatéral rejoint la circulation systémique par la veine hépatique et peut répandre 
l’infection dans le système nerveux central, le placenta et le rein (6b). Les cellules rénales 




Synthèse et perspective 
En conclusion, nos travaux révèlent que le HEV bourgeonne préférentiellement au 
pôle apical des hépatocytes sous une forme quasi-enveloppée. Le DMSO utilisé dans 
le milieu de culture a permis la propagation de souches du HEV jusqu’ici difficilement 
cultivables et d’augmenter les performances de la technique de mesure de la TCID50 
utilisée au laboratoire. Cette technique nous a permis de quantifier l’infectiosité des 
particules virales dans différents compartiments biologiques et de trouver des 
particules infectieuses dans l’urine d’un patient. 
De nombreuses questions restent ouvertes concernant les interactions entre le HEV 
et son hôte. L’impact cellulaire de l’infection sur la quantité de MVB, leur composition, 
leur cinétique de fusion à la membrane et la quantité d’exosomes libérés dans le milieu 
extérieur restent en suspens. L’effet du bourgeonnement du HEV sur celui des 
exosomes et sur leur composition reste à découvrir.  
L’inhibition sélective des voies d’exocytose des exosomes, apicales ou basolatérales, 
permettrait d’approfondir l’étude des voies de libération des particules virales. 
Cependant, ces voies d’exocytose pourraient être nécessaires à l’établissement de la 
polarisation cellulaire et leur inhibition pourrait rendre le clone F2 inapte à se polariser 
en culture. L’étude des mécanismes du bourgeonnement vectoriel du HEV nécessitera 
donc une méthode efficace, transitoire et non agressive pour les cellules, qui respecte 
la polarisation des cellules et l’étanchéité du système. L’analyse par des méthodes de 
protéomique et de lipidomique des particules virales basolatérales et apicales pourrait 
révéler des facteurs de l’hôte importants pour l’infectiosité des particules virales quasi-
enveloppées du HEV et permettre une meilleure compréhension des mécanismes 
impliquées dans la biogénèse des particules virales. 
A l’heure actuelle, nous pouvons mesurer l’infectiosité du HEV dans le sérum de 
patient infectés. Cependant, les souches provenant du sérum ne peuvent pas être 
propagées efficacement en culture. Bien que le DMSO stimule la production d’ARN du 
HEV et que le clone HepG2/F2 soit plus permissif que la lignée mère HepG2/C3A en 
culture, des progrès sont encore nécessaires pour améliorer la propagation du HEV 
en culture. 
Enfin, notre technique de culture et de mesure de la TCID50 pourrait avoir un impact 
direct sur la sécurité sanitaire grâce à la comparaison de l’infectiosité des particules 
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virales du HEV de différents génotypes et de différentes matrices biologiques. Elle 
permettra d’évaluer les conditions d’inactivation des particules virales dans différentes 
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Hepatitis E virus (HEV) is one of the most common cause of acute viral hepatitis worldwide. 
Most HEV infections are asymptomatic, but infection can progress to chronic hepatitis in 
immunocompromised patient or to fulminant hepatitis, especially in pregnant women and 
patients with chronic liver diseases. Two forms of viral particles coexist in the host: the naked 
form (nHEV) found in patients stools and the lipid associated form (eHEV) in patients’ blood. 
eHEV is also found in culture supernatant. eHEV exploit the exocytosis pathway for its 
biogenesis and is released with exosomes in the extracellular medium. The hepatocyte, the 
main target cell of HEV, is a polarized epithelial cell with a basolateral side oriented toward 
blood and apical sides oriented toward bile. Two exocytosis pathways, oriented toward each 
of these poles, coexist in the hepatocyte. 
We developed a model of in vitro polarized hepatocytes on semi permeable inserts of collagen 
to study HEV budding and release at each pole. We have determined that (i) infectious viral 
particles are released preferentially at the apical pole of hepatocyte (ii) these particles are 
release at both poles in a lipid-associated form, as shown by their sensitivity to the detergent 
NP40 (iii) the apical eHEV is slightly more dense than basolateral eHEV, suggesting that viral 
particles are released in two different exosome populations (iv) in cells, viral proteins ORF2 
and ORF3 accumulate at the apical pole of hepatocytes and colocalize with the apically 
expressed protein DPP4 and with Rab27a, a protein involved in late endosomes recycling. 
HEV being released in a lipid-associated form at both poles of infected hepatocytes, the naked 
form found in stools would be the result of the detergent action of bile salts while the low 
proportion of infectious particles released to blood could spread HEV infection in its host. 
Moreover, culture conditions used in this system allowed us spreading infection of HEV clinical 
strains until now hardly cultivable. These culture conditions allowed us improving the 
performance of our method of HEV infectivity quantification based on an endpoint dilution with 
the calculation of the tissue culture infectious dose 50 (TCID50). This optimized method made 
it possible to quantify the infectivity of HEV from the blood, urine and stool of the same patient. 
We found a small proportion of infectious eHEV particles in the patient's urine, suggesting that 
HEV may replicate in the kidney tissue. This culture method and TCID50 technique is used in 
the field of health safety allowing the comparison of HEV viral particles infectivity from different 
genotypes or biological templates. Furthermore, it allows determining conditions for 







Le virus de l’hépatite E (HEV) est l’une des causes les plus fréquentes d’hépatite aiguë dans 
le monde. Bien que la plupart des infections soient asymptomatiques, l’infection peut évoluer 
vers la chronicité chez les patients immunodéprimés et vers une hépatite fulminante chez les 
femmes enceintes et les patients ayant des pathologies hépatiques chroniques. Le HEV existe 
sous deux formes chez l’hôte, une forme nue dans les selles (nHEV) et une forme associée 
aux lipides (eHEV) dans le sérum. Le eHEV est aussi la forme retrouvée dans le surnageant 
de culture. Le eHEV utilise la voie d’exocytose pour sa biogenèse et il est libéré dans le milieu 
extracellulaire avec les exosomes. La cible principale du HEV, l’hépatocyte, est une cellule 
épithéliale polarisée avec un pôle basolatéral orienté vers le sang et un pôle apical orienté 
vers la bile. Des voies d’exocytose, orientées vers chacun de ces pôles, coexistent dans 
l’hépatocyte. 
Nous avons développé un modèle d'hépatocytes polarisés in vitro sur des inserts semi-
perméables de collagène pour étudier le bourgeonnement et la libération du HEV à chaque 
pôle. Nous avons déterminé que (i) les particules virales infectieuses sont libérées 
préférentiellement au pôle apical (ii) les particules virales sont libérées sous forme de eHEV 
quel que soit le pôle cellulaire, comme en témoigne leur sensibilité à l’action détergente du 
NP40 (iii) le eHEV apical est légèrement plus dense que le eHEV basolatéral, ce qui suggère 
que les particules virales sont libérées dans des populations d’exosomes différentes (iv) dans 
les cellules, les protéines virales ORF2 et ORF3 s’accumulent au pôle apical des hépatocytes 
et colocalisent avec le marqueur apical DPP4 et la protéine impliquée dans le recyclage des 
endosomes tardifs, Rab27a. 
Le HEV étant libéré sous forme associée aux lipides aux deux pôles de l’hépatocyte infecté, 
ces résultats suggèrent que la forme nue retrouvée dans les selles résulterait de l’action 
détergente des sels biliaires. La faible proportion de particules virales libérées dans le sang 
assurerait la dissémination de l’infection chez l’hôte. 
De plus, les conditions de culture utilisées dans ce système ont permis de propager 
efficacement l’infection de souches cliniques du HEV jusque-là difficilement cultivables. Nous 
avons utilisé ces conditions de culture pour améliorer les performances de la technique de 
quantification de l’infectiosité basée sur une culture en dilution limite avec calcul de la TCID50 
[tissue culture infectious dose 50].  Cette méthode optimisée a rendu possible la quantification 
de l’infectiosité du HEV issu du sang, des urines et des selles d’un même patient et a révélé 
la présence d’une faible proportion de eHEV infectieux dans l’urine. Cela suggère que le HEV 
pourrait se répliquer dans le tissu rénal. Notre technique de culture et de TCID50 est applicable 
dans le domaine de la sécurité sanitaire en permettant la comparaison de l’infectiosité des 
particules virales pour différents génotypes et matrices biologiques. Elle permet également 
d’évaluer les conditions d’inactivation des particules virales dans les produits dérivés du sang. 
